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緒 仁コ
核酸分解酵素は 生体中に広く分布 し核酸の 代謝に 閑適する酵素で ある ｡ 核酸
の ホ ス ホ ジ ュ ス テ ル 結合を加水分解する核酸分解酵 素
1)
は 次の 3 種に大別する
こ とがで きる ｡
I : RN A に特異的に 作用するもの ; リボ ヌ ク レ ア - ゼ( R Na s e)
Ⅰ : D N A に特異的に 作用するもの ; デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ
(D Na s e)
Ⅱ : R N A, D N Aの 両方に作用するもの ; 非特異的 ヌ ク レ ア - ゼ
こ のう ち, Ⅰ の 茨Na s eは R N Aの 1) ソ酸 ジ ュ ス テ ル 結合を切断 して R N Aを
分解 し, ヌ ク レ オ チ ドを生成する酵素で , ほ とん ど全て の動物, 植物, 微生物
界に 広く分布 して い る
2)
｡ これ らの R Na s e の 生物にお ける意味に つ い ては 充
分理解されて い るとは い えな い が , 牛肺臓 R Nase A は消化管に分犯 され , お
そ らく消化酵素と して 作用 して い ると考えられて い る ｡ また動物細胞中リ ソ ブ
ー ム に ある酸性 R Nase は リ ソ ゾ ー ム の 消化機能に関与 して い る可能性 が高い o
一 方微生物は 菌体内に , R Na s eを持つ と同時に生理 的環境に 応じて菌体外
R Na s eを放 出する場合が多い ｡ こ れらの 酵素は 外部の 栄養源の消化に よる吸
収を容易に するもの と考えられるがそ の意義ほ 明確で 披な い o 立た細胞内に は
生合成された R N Aの 酵素的修飾を行い生理的に意義のある R N Aを作る大腸菌の
R Na s e臥 R Nase P , メ ッ セ ソ ジ ャ ー R NA の 処理尊卑こ関与する R Nas eI 舶ミ
しられて い る ｡
R Nas e は R N Aの分解様式によ り大略 つ ぎの 2 種類に分類 する こ とが で き
る
3㌔ すなわ ち,
I : ホ ス ホ ト ラ ン ス フ 芯 ラ ー ゼ 塾 ; R Na s eの 中 の 大部分のもの は F ig . 1
の作用様式に従 っ て R NA に働くことが知 られ て い る
1) -5)
o すなわ ち ,
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ー 2 -
第 一 段 の リ ソ酸転移反応で , 3
′
- 5
′ リ ソ酸ジ ュ ス チ ル 結合を切断 して ,
2′ , 3
′ 環状 ヌ ク レ オ チ ドを中間体と して生成す る｡ この 中間体が第二
段 の 加水分解反応で特異的に 3/ - ヌ ク レ * ,チ ･ ドにな
｡予o 一 般に第 一 段
の リ ソ 酸転移反応の ほうが第二段 の加水分解反応よりも速い が , その 速
度比は , それぞれ の R Na s e によ っ て 大きく異 なる o また , 第 一 段 の 反
応は 可逆的で あるが , 策二段の 反応は 不 可避的で ある ｡
こ の 分棋に は い る最も典型的 な R Na s e壮年肝臓 R Na s eA
6)
,
Aspe rgillu s o ry w e の R Nase TI
T)
等で ある o また, 植物にほ , 見掛
け上 第 一 段反応の み行うも の が数多く しられ て い る
8)‾ g)
0
-
ri : ホ ス ホ ジ ュ ス テ ラ ー ゼ塾; こ の型の R Na s eは Fig . 2 に示 した様な
加水分解型 とでも いう べ きもの で あり, R N A の3′ - 5′ ホ ス ホ ジ ュ ス チ
ル 結合を加水 分解 し, 直接 3′ - ヌ ク レ オ チ ドを生成するもの , あ る い
は 直接 5
′
- ヌ ク レ オ チ ドを生成するもの である ｡
こ の 分類に 入 る R Na s eと して は , 大腸菌の R Na s eI Vがある
10㌔
i の ホ ス ホ ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ型 の R Nase は 一 般的に R N Aの ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド鎖を , その塩基特異性 に従 っ て ラ ソ ダ ム に切断する性質の ため エ ソ ド ヌ
ク レ ア ー ゼ型酵素と呼ばれ る . また , iiの 加水分解型 の R Nas e に 披上に述べ
た エ ソ ド型のもの と, R N Aの ポ 1) ヌ ク レ オ チ ド鎖を末端より 1 つ づ つ 切断 し
て いく ユ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ塑の 2 つ のもの が存在する ｡
RNa s e の研究は RN Aの - 次構造 の 解析 へ の 利 用と い う実用的な必要性
も あ っ て , 詳細に検討されたが, そ の 研究は主と してi の ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ
- ゼ 型の もの に つ い て行われて きた. こ の 研究によ り R Na se の 塩基特異性専
に つ い てか なりの 検討が進ん だ. こ の 結果 , 長 い R N Aの ヌ ク レ オ チ ド鎖中の
どの ヌ ク レオチ ド間結合を切るかという点につ い ては , 切 断され る ジ ュ ス チ ル 結合
の 3′ - ヌ ク レ オ チ ドの 塩基に対す る RNa se の 塩基特異性に 支配される こ とが
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明らか とな っ た ｡
塩基特異性 でこ れらの R Na s eを分類す ると大体次 の 4 種類に わけられる ｡
1 : グ ア ニ ル 酸特異的 R Na s e; グア ニ ル 酸を持つ ヌ ク レ オ チ ドの 3′ -
側 の リ ン酸基と隣接す る ヌ ク レ オ シ ドの 所で切断する R Na se であり ,
代表的なもの と して , ASP . O ryZ ae の R Na s e T1
7)と Usli la90
sphaer ogen a の R Na s e Ul
ll)
等があげられ るo
2 : プリ ン 塩基 特異的 R Na se ; プリ ン塩基( ア デ ニ ン と グア ニ ソ )を
持つ ヌ ク レ オ チ ドの 3′ - 側 の リ ソ酸基と隣接 す る ヌ ク レ オ シ ドの 所
で 切断する R Nase であり , 代表的なもの と して , U . sphaer ogena
の R Nas e U2
12)があげられ る ｡
3 : ビリ ミ ジ ン塩 基特異的 R Na s e; ビ リ ミ ジ ン塩基( シ ト シ ソと ウ ラ
シ ル )を持つ ヌ ク レ オ チ ドの 3′ - 側 の リ ソ 酸基 と隣接する ヌ ク レ オ
シ ドの 所 で切断する R Na s e で あり , 代表的なもの と して , 牛肝臓
R Na s eA
6)
があげ られ る ｡
4 : 塩 基非特異的 R Na s e; 塩基に 対 して厳密な特異性を持たず, 総て
の ヌ ク レ オ シ ドの 3′ - 側 の リ ソ 酸基と 隣接する ヌ ク レ オ シ ドの 所で
切断する R Na s eであり , 代表的なもの と して Asp . o ry w e の R Nase
T2
7)があげられる ｡
R N Aを2段反応で 3′ - ヌ ク レオ チ ドに 分解す る 弧 a s eは上述のように特異
性 に よ っ て 4種に分質 されて い るがいずれも塩基特異性をの ぞくと同 一 反応形
式 をと っ て い る . したが っ て これ ら R Nase が同 一 反応形式をと っ て触媒作用
をする共通の機構を明らか に し, か つ 塩基特異性が い か なる構造によ っ て おこ
るか を解明することは 興味深 い ｡ またこ の 研究は ヌ ク レオ チ ド 一 夕 ン パ ク 質の
相互 作用の 化学に と っ て基礎的研究となると考える ｡
R Na s eの 構造, 反応機構に つ い て は ビリ ミ ジ ン塩基特異的 な牛肝臓 R Na se
- 5 -
A につ い て 最もよく検討 されて い る
13)
｡ 即ち , R Na s eA では 一 次構造もす
で に由らか に され14) Ⅹ線結晶解析によ り三次元構造15)が , N M R によ り ヌ ク
レ オ チ ドと の 相互作用 , 活性 に関与 して い る官能基の pKa 等 が 詳細に 検討 さ
れ て い る
16)
o これ らよ り , R Nas e A につ いて は 2個 の ヒ ス チ ジ ン残基 , 1個
の リ ジ ン残 基お よび ア ル ギ ニ ソ残基が活性に 関与 して い ると考 えられ る
6) ′13)
0
ま た グア ニ ン塩 基に特異性を持つ 酵素に つ い て は A 軌 O ry W e の R Na s eTl
17ヲ
str eplo myoe s e rythreusの RNas e St
18)
等に つ い て 一 次構造 , Ⅹ線結晶解析
等 の デ ー タ - が著横され つ つ ある o R Nas e A と同 じホ ス ホ ト ラ ン ス フ エ ラ ー
ゼ型 の R Na s eTl の 活性 中Jbに 関与する ア ミ ノ 酸残基は R Na s eA と塩 基特
異性が異な るた め か ヒ ス チ ジ ン残基 , グ ル タ ミ ソ酸残基の カ ル ポ シ キ ル 基およ
.び ア ル ギ ニ ソ残 基が関与 して い る とされて い る
4)
0
一 方塩基特異性 が低 い R Na s eに つ い て は Ba ei lu s a mylol iqu efa cie n s の
Ba r n a sに つ い て - 次構造
19)
, Ⅹ線結 晶解析が行わ れ
20), 2 1)
,
Asp _ 8 aitoi の
R Na se M s に つ い て 一 次構造が決定されて い る
22) が , こ の 後老は特異性が低
い が グア ニ ン 塩基により特異的で あり , そ の構造性質とも R Na s e Tl に 類似
の 酵素で ある ｡ 一 方 Ba r n a s eは全く ア ミ ノ 酸の配列は上 述の いずれの 酵素に
も塀似性がな い ｡
現在ま で ア デ ニ ン塩基により特異的な RNas eに つ い て はまだ 一 次構造の 解
明も充分行わ れて お らず , また活性中心を構成する ア ミ ノ 酸残基に つ い ても詳
細な検討が行わ れて い ない ｡
塩基特異性が低 い リ ボ ヌ ク レ ア - ゼ の 1 つ で ある リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Rh
( R Na s eRb)の 塩基特異性を詳 しく調 べ る とともに , 酵素の 活性中心に 関与
する ア ミ ノ 酸残基の 種類と性質を調 べ , それ らの 結果を ビリ ミ ジ ン塩基特異的
R Na s eA や グア ニ ン 塩基に優先的 RNase と比較 した｡
こ の R Na s eR hは R hi
‾
z opu s 属菌か ら友枝等
23) に よ り精製された塩基特
- 6 -
異性が低く分子量 2 4,0 0 0の リボ ヌ ク レ ア - ゼ である . この 酵素は R N Aを
分解 して , 3′ - AMP> 3′ - GM P> 3′ - C M P≧ 3′ - U M Pの 順に nqcleotide
を遊離 し, 至 適 pH は 4. 5 - 5. 0付近に ある ｡
本論文にお い て は , R Na s eRhの 活性 中心 を構成する ア ミ ノ 酸残基を同定
するため次の 検討を行 っ た ｡
1 : R Nas e R b の 反応速度論的解析を行い , 基質特異性お よび反応動
力学的定数の pH 依存性 の 検討 ｡
2 : 活性中心を構成すると考え られる ヒ ス チ ジ ン残基に対する光酸化お
よび カ ル プ ェ ト キ シ ル 化反応の pH 依存性 等の 検討｡
3 : ヨ ー ド酢酸を用い て , 活性 中心に関与する ヒ ス チ ジ ン残基の 反応性
の 検討 ｡
4 : 活性中心を構成すると考えられる カ ル ポ ソ 酸残基に対する水溶性 カ
ル ポ ジイ ミ ド(CMC)に よ る修飾とその 酵素活性 に与える影響o
5 : 活性中心 に ト リ プ ト フ ア ン残基が関与 して い るか 否か を明らか にす
る ため, N- Br o m o s u c cinimide(N B S)お よび H202 - dio x a n eに よ
る 酸化, さ らに 2- Hydr o xy - 5 - nitr obe n zyl br o mide および 2- N itr -
ophenylsulfenyl dllo ride (N P S- C l) に よる修飾とその酵素活性
に 与える影響 ｡
ー 7 -
第 一 章 R Na se Rh の 塩 基 特 異 性
先に 友枝等
23) に よ り R Na s eR b は塩 基特異性が低 い リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で あ
る と報告され て い る ｡ こ の 酵素は , ポ リ ヌ ク レ オ チ ド中の ヌ ク レ オ シ ドの 3
′
- リ ソ酸と隣り合う ヌ ク レ オ シ ドの 5′ - 水 酸 基 と の 間 の ホ ス ホ ジ ュ ス チ ル 結
合を切断 し, さらに , 環状ヌ ク レオ チ ドを分解して 3′ - ヌ ク レ オ チ ドを 3
′
- A M P
> 3′ - G M P> 3
/
- C M P ≧3′ - U M Pの 順 で遊離するこ とも報告されて い る .
本章に お い て は , R Nas e R h によ る 1 6種 の ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ 酸 の 加水分
解 の 速度定数を pH 5. 5 で測定 して塩基特異性 を検討 し, 他の 塩基特異性 の 低
い R Na s e, たとえば Aspe rgi llu s s aitoi か らの R Na s eM と R Na s eM s
24)
. そ して Asp _ o ryz a eか らの R Na s eT2
25)
と比較検討 して み た ｡ また , 種 々 の
基質額似体で ある ヌ ク レ オ チ ドに よ る酵素反 応の 阻 害効果か ら R Na se R b と
基質で ある ヌ ク レ オ チ ドとの 親和性に お け る塩基部分 , 糖部分そ して リ ソ酸部
分の 寄与を検 討 した ｡
1 - 1 実験 の 部
酵素 ;精製方法ほ 小宮山と入江 等の 方法
26) にもとずい て 行 っ た. Rhiz opu s
属菌か らの R Na s eRhの 精製過程を表1 - 1 に要約 した.
精製は R hi宕OPu S 属菌 の 酵酸製剤
"
G lu c zym e
”
2 0 0gを水 で抽出 し, 遠心
分離後の 上清を粗抽出液と し, こ の 粗抽出液を水冷下 6 0(Ⅴ/V) %に なる よ
う冷ア セ ト ン 溶液をゆ っ く りと加えて い く ｡ そ の 後遠心分離 し, 沈殿を集め る
( ア セ ト ン分画) . 集めた沈殿を冷水 8 0 0ml に溶 解 し , ふ た たび 遠心分離
し , 不溶性部分を取り除き , 上清を約 3倍に希釈 し, p壬壬 7. 5 に調 整後 , 50
mMの Tris - H C l緩衝液 , pH 7. 5 で平衡化 して あ る D E A E- Sephade x A - 50
- 8 -
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に , メ ? チ 法 で吸着さ せる . 吸着 した酵素は.0･ 2 M NaClを含む 5 0m M
Tris - ⅢCl 巌衝液 , p壬壬 7. 5 で 溶 出させ る (DEA R- Sephade x A - 5 0分画).
活性 の ある分画を集め , 精製水 に対 して 充分に 透析する . 透析後, pH 2. 7 に
調 整 し 50 m M ク エ ン 酸緩衝液 , pfi2. 7 で 平衡化 して ある P hospho - cellul-
o s e カ ラ ム ( 4 × 2 0c m )に 吸着させ て ,
.
酵素を5 07nM ク エ ン 酸緩衝液 , pH
2. 7 1L と 5 0血M ク エ ン酸ナ ト l) ウ ム 1L の 直線濃度勾配 で溶 出させ る(Pho -
spho - c ellulos e五 分画) o 活性分函を集め , 精製水 で充分透析後, p斑 7. 5に
調整 し, あらか じめ 5 0rriM Tris 瑚C l媛衝液 , pH 7. 5 で平衝化 して い る
D E A E-･c ellulo s eカ ラ ム (4 X 2 0c m)に 吸着させ , 5 0和 M Tris - H C l緩衝
液 , pH 7. 5 1L と 0. 25 M NaClを含む 同 じ媛衝液 1L と の 直線濃度勾配 で溶
･出させ る( DE A E- c ellulo s eI分画) . 活性分画を透析後 , pH 2. 7 に調 整し ,
P ho spho - c ellulos e I分画と同様の操作を行い (Pho spho - c ellulose 五分画)
さ らに透析後 pt17. 5 に調整 し D EAE - cellulose I分画と同様の 操作を行う
(D E A E- c e11ul･o s e丑分画 )o 活性 分画を充分透析後 pH 3. 6に調整 し, あら
か じめ 5･O rI朗 ク エ ン 酸緩衝液, pH 3. ･6 で平衡化 して あ る P hos曲 o - c ellulo s･e
カ ラ ム (3 × 2･O c m )に吸着さ せ , 5 0T nM ク エ ソ駿緩衝液, pH 3. 6 1L と
0･ 6M NaClを含む 同 じ濃衝液の 直線濃度勾配で溶出させ る(Ph?spho
-
c elltl-
1o s e Ⅱ分商 ) o 活性分画は精製水に 対 して 充分に透析 した後 , 減圧濃縮 し,
液量を5 ml 位に して , あらか じめ 5 0Ⅰ‡lM Tris 増C l緩衝液, pH 7, 5 で 平
衡化して ある Serhade x G - 7 5(3 × 175c m) で ゲ ル ろ 過をする(Sepbadex
G - 7 5分画) o 溶出パ タ ー ン を Fig. 1 - 1 に示 した o
RNa s e活性 の 分画をそれぞれポ リ ア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス ク 電気泳 動をお こ
な い , 単 一 なもの を集め , 精製水 に対 して充分透析後, 減圧濃縮を し, 精製水
に 対 して 充 分透析を行い , 析出 した結晶 を集めた o 最終的に得られた R Nase
の 比活性 は 7 6 1. 4 u nit/ mg で あり , 電気泳動的に単 一 な辞素で , 収量娃約
- 10-
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6 0%であ っ た .
試 薬 ; 使用 した薬品は全て 特級試薬を用 い た ｡ 電気泳動用 の ア ク リ ル ア
ミ ドとク - マ ジ - ブ ル ー は 生化学 工業の 製品を使用 したo イ オ ン 交換 セ ル ロ ー
ス は ブ ラ ウ ソ 社か ら購入 した . S D S- ポ 1) ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動用 の
標準タ ン パ ク質と して 使用 した牛血清 ア ル ブ ミ ン , 卵白 ア ル ブ ミ ン , リ ゾチ ー
ム は S igm a 社か ら帝人 した｡
基 質 ; ジ ヌ ク レ オ シ ド フ ォ ス フ ェ ー ト(ⅩpY)は Sig m a社より購入 したo
括抗阻害剤 ; 2′ - A M P, 3′ - A M P, 2′ - G M P, 3′ - G M P, 5′ と 3′ - デオ
キ シ リボ ヌ ク レ オ チ ドは S igm a社よ り購 入 した｡ 全 て の 5
′
- リ ボ ヌ ク レ オ チ
ドと2′ , (3′) - UM Pは興人株式会社より購入 した｡
c M Pの ア イ ソ マ ー で ある 2
′
- CM Pと 3′ - CM Pは Cohn
27)
の 方法によ り
Do w e xl ( ギ酸形 × 1 0) の カ ラ ム ク ロ マ ト グラ フ ィ - により市販の 2′ , (3′)
-
<CMP から分離 した ｡
R Na s eの 酵素活性 の 測定法 ; a) RNa s e の 酵素活性 の 測定は 次の 方法 で
行 っ たo 5 7ng の R N Aを含 む 2 ml の 0. 05M 酢酸緩衝液(pH 5. 0)を 3 7 ℃
で 5 分間 保温 し, 酵素 を 10 ノ▲1 加 え再び正確 に 5分間 37 ℃ で反 応させ る ｡ 5
分後 Ma cFadye n 試薬( o. 25%酢酸ウ ラ ニ ル / 2. 5 % ト リ ク p･ ル 酢酸溶液)
28)
1 ml加 えて 反 応を止 め , 3 0 0 0回転 5 分間遠J亡J後, 上清 0. 5 ml を 5 ml の
精製水中に希釈 し , 酵素を加えな い 対照を空試験値と して ヌ ク レ オ チ ド の酸 可
溶性部分の 2 6 0n m の 吸光度を測定する ｡ 酵素単位は 5分 間反応後 , 遠心 上
清液の 1 1倍希釈液の 2 6 0n m の 吸光度が対照に対 して 1. 0 増加す る様な力価
- 12 -
を 1酵素単位 と して い る
29)
0
b) 酵素活性は 今沢等 の 方法
30)
によ っ て 測定 した ｡ 反応混合物 1. O mlの 酢
酸緩衝液( p丘ま5. 5 , 0. 1 M ) 中に ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ酸(Ⅹpy, 2 0 - 68ノ上M)
と 0. 13 - 0. 52 n m ol の 酵素を含んで い るもの を 25℃ で反応させ る ｡ 反応 は
島津 U V- 2 0 0分光光度計 を使用 し, U V波長域 の 吸光度の 増加によ っ て追跡し
た o 酵素活性 の 測定に使用 した波長および ⅩpY を完全 に加水分解 しⅩp＋ Y と
な っ た時の 最終的な吸光度の 増加は今沢等
30) の 報告 した値を使用 した .
ミ カ ニ リ ス 定数(Km)と最大速度(Vm a x)は Lin e we a v e r- Bu rkの do uble
r e cipr o c al プ ロ ッ ト
31) か ら求めた ｡
結抗阻 害剤の Ki値の 測定 ; 反応混合物は o. 1 M 酢酸緩衝液( pH 5. 0),
GpU(21 - 52JLM) とヌ ク オ レ チ ド( 阻害剤)を25 ℃ で イ ンキ ュ べ - ト した .
反応は 1 0FLlの R Na se Rh(0. 1 3 - 0. 26) を加え る ことによ っ て は じめた｡
酵素活性測定は 上述 した方法によりおこ な っ た｡ ヌ ク レ オ チ ドの 漉度は 2′
- A M Pと 5′ - d A M Pが 2 0jLM , そ して 3′ - A MP, 5′ - AMP, 2′ - G N P, 3/
- GNP, 5′ - G N P, 3/ - dG M P, と 5
′
- d G M Pが 30FLM であり, 3′ - dCM P,
5′ - dCMP は40JLM で , さらに 3′ - d C M.P, 5′ - C M Pと 5/ - U M P は55jLM,
そ して 2′ - d T M Pと 2′,(3′)- UM Pが 80/lM で使用 した｡
タ ン パ ク質濃度 ; タソ ′く ク質濃度は 1 mg/ ml 溶液の 28 0n m の 吸光度を
1. 0と仮定して 測定した . 酵素濃度は 0. 1% 溶液 の 2 80n m の 吸光度を1. 91と
して 測定 した
32)
0
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動 ; ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル による デ ィ ス
ク電気泳動は Or stein
33)
ぉよび Da vis
34)
の 方法に従い pH 8. 5 の ポリアク リ ル
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ア ミ ド
.
ゲ ル を使用 して行 っ た ｡ 50 - 20 棺 の精製 した酵素を用 い電気泳動を
行 っ た後, o. 2 5%の ク ー マ ジ ー プ ル ー 溶液で染色･L, 脱 色は 7 %酢酸/ 35%
ア!レ コ
ー ル 溶液で行 っ た ｡
s D Sポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電気泳動は Shapir o等の 方法
35) により 1 0% ポ
1
.)
ア ク l) ル ア ミ ド ゲ ル を使用 して行 っ た. 染色 は上記 同様 o. 2 5% ク ー マ ジ ー プ
ル ー 溶液を使用 した｡
1 - 2 RN a s e Rh に よ る ジヌ ク レオ シ ドリ ン 酸 の 分解
R Na s eによ る R N Aの 分解は , 基質が高分子で あり , その 分解は か な り複
. 雑な反応 で ある の で , 反応速 度定数に関する正確 な値を測定 し , 解析する こと
は 困難で ある ｡ したが っ て R Na s eR hの 塩 基特異 性を詳細 に検討す るため天
然に存在する ア デ ニ ル 酸(A), グア ニ ル 酸(G) , シ チ ジ ル酸(c)とウ リ ジル 酸
(u) の 4種 の ヌ ク レ オ チ ドの 組み 合せ か ら考え られる 16種 類の ジ ヌ ク レ オ シ
ドリ ソ 酸( Ⅹpy , こ こ で ⅩとY は ヌ ク レ オ シ ドを意味する ｡ ) の 分解 速度を測
定 した. RNas e Rbの 低分子基質に対する至 適 pH はほぼ 4. 0 - 5. 0であるが,
現在まで の 種々 の R Na seの 反応動力学的研究は 主と して pH 5. 0 - 6. 0 で行わ
れて い る の で比較の た め , pH 5. 5 , 2 5℃ で測定を行 っ たo そ れぞれ の 反応の
ミ カ ニ リ ス 定数(K m) と最大速度(Vm ax) は do uble re cipr o c al プ ロ ッ トで
求 めた
31)
｡ こ の 結果は表Ⅰ - 2a と表Ⅰ - 2b に示 した｡
表Ⅰ - 2a に ある ように , Ⅹが等し い 場合の K m 値は YがC )U )G ) Aの
順に 減少する o 一 方Yが 一 定の 場合に はⅩが A の 時に K m が最小で あり , Ⅹが
U の 時最大 で ある .
こ の ことに より Ⅹ , Y い ずれ の結合部位に 関してもA の親 和力が最も強い 事
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が明らか で あるo また , ⅩpY の Ⅹが - 定である時の Km 値の 平 均 を比較す る
と, ⅩがA の 時にも っ とも小 で あり , Gがこれに つ い で い るo こ の傾向は Yを
一 定と した時の Km 値の平均値にも観察され る 傾向で あり , A の 平均値が最も小
で あり , つ い で Gの 平均値がこれ につ い で い る . これに対 して Vm a xに関 して
は各種基 質に つ い て 規則性 はややあ い まい で あるが , Ⅹが 一 定の 時は YがA の
時 , 速度が 一 番小であ り , 逝 に Yを 一 定に した場合 , Ⅹが プ1) ソ塩基である と
最大速度が大となる傾向があ る . 最大速度の 平均値は ⅩpY の Ⅹ が A の 時最大
で あり , つ い で G )U )C の 順となる が, ApYの 平均値がか なり大き い .
こ れに 反 して , Ⅹが 一 定の 場合を考えると C ) U ) G ) Aの順 となるが ,
ⅩpC, ⅩpU, ⅩpG と ⅩpA の 4 つ の 平均値の差 は少な い o さらに , R N A から
3′ - ヌ ク レ オ チ ドを遊離す る速度は A ) G ) C)Uの 順で あるこ とを考えて ,
実験 結果を見ると , 塩基特異性は Ⅹ の 結合する部位とYの 結合する部位で ア デ
ニ ン と グア ニ ン , 特に Ⅹは ア デ ニ ン に高い親和性を示 し, そ してまた Ⅹが Aあ
る い は G の 時 ⅩpY の 切断速度が速い と思われる .
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i - 3 種 々 の ヌ ク レオ チ ドに よ る 況Na 忌◎ Rh の 阻害効果
種 々 の ヌ ク レ オ チ ドの 親和力と塩基特異性 をしるために , 各種の リ ボ ヌ ク レ
オチ ドと デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オチ ドの R Na s eR h に対する阻害効果を pH5. 0
で GpU を基質と して調 べ てみ た｡ こ こ に用い た各種 ヌ ク レ オ チ ドは総て ,
R Na s e Rhの 括抗阻害剤で あ っ た. こ の ヌ ク レ オ チ ドの Ki値は 衰工 - 3 に示
した ｡
阻害効果は 塩基ある い は 糖そ して , 糖に結合 して い る リ ソ 酸基 の位 置の どれ
が影響 して い るかを考えて みた o まず, 糖に対す る リ ソ酸基 の結合位置が 同 一
の 場合 , リ ボ ヌ ク レ オ チ ドの Ki値は U ) C ) G ) Aの 関 係 で あり , デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドの 場合には 同様に T ) C ) G)A の 関係があ っ た ｡ 塩基問
で 見てみ ると , Aが リ ボ ヌ ク レ オ チ ドでもデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レオ チ ドでも
R Na s eRh に対 して高い 親和性を示 し, つ い で Gが両方の 場合にお い て高い親
和性 を示 した . これ らの 結果は ⅩpY の 時の Km 値 の 結果 と非常によく棟似 し
て い る . そ してそれ は , Ⅹある い は Yを 一 定と して , Yある い は Ⅹを変化させ
た場合の km 値がu , c , Gそ して A と減少して いくの と類似 して い る ｡ こ こ
で Ki値は､Krrl値と異なり結合定数として - 義的に 評価 しうる ことが出来る の で ,
R Na se Rbの Ⅹ の結合部位で A が最も親和性 があるとい える ｡
他方, 同 一 の 塩基 と糖をもつ ヌ ク レ オ チ ドの Ki値は リ ソ酸の 結合 位置 に
よ っ て リ ボ ヌ ク レ オ チ ドでは 5′ ) 3
′
) 2′ となり デオキ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドセ
は 5′ ) 3′ の 関係が常に成立 して い る ｡ こ の 結果は す で に 報告され て い る
R Na se A
36)
, R Na s e T1
37)
, そ して R Na se M
SS)
等でもみ られた現象である ｡
興味ある事実は リ ソ酸の 位置が リ ボ - ス , デ オ キ シ リ ボ ー ス 間で 同 一 の場 合デ
オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドの Ki値が常に 1) ボ ヌ ク レ オ チ ドの K i値よ り 少ない
事で あり , こ の理 由は説 明 しえない が, Asp. saitoi の 塩基特異性の 低い 酵素
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R Nase M s の 場合にも同様の 現象が観察された
39)
o
1 - 4 考 察
R Na s eR bが R N Aを加水分解したとき , ヌ ク レ オ チ ドは 3′ - AM P) 3′ -
G M P) 3
′
- CM P≧ 3′ - UMP の 順 で遊離されて く る
23)
.
ヌ ク レ オ チ ドの 遊離
の 順序は リ ボ ヌ ク レ オ チ ドの 1/Kiの 億, そ して , Ⅹ 塩基 をもつ ジ ヌ ク レ オ
シ ドリ ソ酸の 1/Km の 値と類似 して い る( ただし UpY と CpY の 順 序は 多少
適うの をの ぞい て )｡ これ らの 結果か ら ヌ ク レ オ チ ドの 遊離速 度が Ⅹ塩基部分
の 親和性が関係 して い る と考えられる ｡
しか しなが ら, GpY と Ⅹに ビリ ミ ジ ン塩基をもつ ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ酸の
Km 値の 平均は , 3′ - GM Pと ビリ ミ ジ ン ヌ ク レ オ チ ドの 遊離速度が違う こ と
を説 明する こ とは不充分 で あると思われる ｡ 3′ - ヌ ク レ オ チ ド を遊離す る 速
度の 順序は反応の最大速度と Km 値の 両方を加味 した パ ラ メ ー タ ー Vm a x/Km
値の 平均がApY)GpY ) CpY ) UpY であるの と非常によく煤似 して い る ｡ こ
の 結果は 表Ⅰ - 4 に しめ した｡
Vm a x/Km の 関係は ApY の Em 値が小さ い こ とと , ApY と GpY の Vm a3i
が大き い ことと関係 して い る o なお Vm a x/Km に関 しても ApY が最も大きく ,
GpY が これに つ ぐが , こ の 両者と CpY と UpY の Vm a x/E h の 間に は大き な
差 がある . 一 方 XpU, ⅩpG, ⅩpA と ⅩpC の 4者の 間にほVm a x/Em の 差は比
較的少なか っ た ｡
これ らの 結果よ り R Nase Rbの ジ ヌ ク レ オ シ ドに対する 特異性は ⅩpY の Ⅹ
塩 基に 支配されて い る と考え られ る ｡ これは , R Na se A
13)
そ して R Na s eT1
40)
と い うような塩基特異的 R Nase の 場合と同様で ある ｡ また , Asp . s aitoi か
らの R Nase M
37) , 30)
と R Nase M s
24)
の ような厳格に塩基特異性 を持たな いも
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の に つ い ても Ⅹ部位の 親和性が特異性 をつ よく支配 して い る ことが報告がされ
てお り , ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ タ イ プの R Na se の 一 般的特徴で あ る の で はな い
か と考え られる ｡
Y塩基は ⅩpY の Km 値と Vm a x値に若干の 影響を与え , そ して , Y塩基の 役
割は 特異性を修正するもの でない か と考えて い る ｡
分子量が異なり , ア デ ニ ンに 優先性を示す塩基特異性 の 低い R Nase で あ る
R Na se M と R Na s eRhは ⅩpY に対 する相互作用の様式に若干の 違い がみ ら
れ る ｡ それは , R Na s eM は A 〉 C ) G ) Uの 順序で 3′ - ヌ ク レ オ チ ドを遊離
して おり
37)
, Ⅹを 一 定に したとき , 4 つ の ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ酸に対する
R Na s eM の ミ カ ニ リ ス 定数は U )G ) C ) Å30) の順序にな る｡ した が っ て
R Na se M はア デ ニ ンに 優党性を示すが RNa se R bのよう に グア ニ ン塩基に 対
して 優先性を示 して い な い ｡ R Na s eR hと R Na s eM と の 間で 大変顕 著な 違
い は , R Na se M は同 じⅩ塩基をもつ 4 つ の ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ 酸の Vm a x の
平均値は Ⅹが A の 時 一 番小さ い o すなわ ち , ヌ ク レ オ チ ドの 遊離で み る塩基特
異性 はおもに Ⅹ部位 の 塩基の 結合性によ るもの である事がわ か る
30)
0
分子量が約 2 4,0 0 0である R Na se ‡払 と分子量が約 35, 0 0 0である R Na s e
M は塩基特異性が低くそ して , ア デ ニ ンに 優先性を示す酵素で ある という大変
大き い 類似点がある事は大変興味ある事実で ある ｡ ま た, こ の 両者を ヨ ー ド酢
酸そ して 声 - ド ア セ タ ミ ドによ っ て化学修飾を した結果もまた大変よく似て い
る ｡ R Na se M は 両方の 試薬に より失活し, そ して ア ル キ ル 畢は ヒ ス チ ジ ン の
N3 一 位に 入 る
41)
. R Nas e Rh もまた ヨ ー ド ア セ タ ミ ドと ヨ ー ド酢酸で N3 一 位
置換 ヒ ス チ ジ ンを形成 して ア ル キ ル 化され る42),4
3)
. それ らの 結果は ヨ ー ド酢
酸で Nl - カ ル ポ キ シ メ チ ル ヒ ス チ ジ ンを形成す る , ビ リ ミ ジ ソ 塩 基 特異 的
R Nas e A
44)
の ア ル キ ル 化そ して , ヨ ー ド ア セ タ ミ ド で カ ル ポキ サ ミ ド メ チ ル
ヒ ス チ ジ ン を形成 しさらに ヨ ー ド酢酸で グル タ ミ ソ酸の カ ル ポキ シ メ チ ル エ ス
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テ ル を形成する グア ニ ン塩基特異的 R Nase T1
45)′46)
とは腐著に 違 っ て い る .
それゆえ , 塩基特異性 が低くそ して , ア デ ニ ン に 優先性を示す R Na se で あ る
R Na s eM と R Na s eRbの 両方は活性 中心 の 構造が大変よく類似 して い る の で
は な い か と考え られ る ｡ 上述 した kin etic pa r a mete r の 解 析は これ らの デ ー
タ ー が非常に類似 した塩 基特異性 の低 い R Na s_e に つ い て も, 加 水 分解 の 明 確
な メ カ ニ ズ ム になお多少の 違 い がある 事 を示 して い るも の と考える ｡
1 - 5 結 論
RhiだOPuS 属菌の R Na s eの塩 基特異性 は 主 と して , Ⅹ塩基に支配されて い る
･が , 甘塩基にも若干 の 特異性 の ある こ ともわ か っ た ｡
また, 既に 報告されて い る A8P. S aitoi よりの R Na se M の 場合, 単純 に
Km 値に よ り, R N Aより の ヌ ク レ オチ ドの 遊離速度を説明する こ とが できた
が
30)
, R Na s e Rb で は事情は やや複雑であ っ た ｡
R Nase Rh で R N Aを分解す るとき に ヌ ク レ オ チ ドを遊離する 速度は , A )
G 〉 U≧C で あるが ,■これ を説明す る 一 つ の 方法 と して , ヌ ク レ オ チ ドの 親和
力が分解速度を主 と して , 支配 して い る と考え るやり か たがある ｡
Ⅹpy の Ⅹ が主な活性部位と考える ならば , ⅩⅠⅣ の Ⅸ血 値の 比較か ら U )
c ) G ) Aの 関係が成立 し , プリ ン ヌ ク レ オ チ ドがよりすみや か に生成する土
とをしめす ことが で きる ｡ また , 反応の 最大速度と Ⅸm 値を加味 した パ ラ メ ー
タ ー Vm a x/Km を基礎に し, Ⅹ の 部位を主 な活性部位とするな らば , vm a x/
E m は A 〉 G ) C ) Uの 順 となり , ほぼ Em 値 か ら推 定 した 順 序 と 同 じよう
に な る｡ こ の 両者の 場合 , CとU の順 序をの ぞくと, ほぼ プリ ン ヌ ク レオ チ ド
の 遊離速度が速い ことを説 明する こ とが で きる ｡
一 方, R N A鎖中 A が遊離するために は , A の 前後の ヌ ク レ オ チ ド鎖の 切 断
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が必要で ある o こ の ためには , ⅩpA と ApY の 両者の 分解速度を考慮する必要
がある と考え られる ｡ も し, R N A鎖中の 塩基が ラ ン ダ ム に 分布 して い ると 考
え , ⅩpA と ApY の 分解速度が両者の Vm ax/Em の 横に 関係 して い ると考え
る ならば, vm a x/ 臥- の 平均値を利用 して , ⅩpN と NpY (こ こで N は, A ,
G , C とU であ る｡ ) の横は , A ) G ) U) Cとなり , 定性 的 にほ ぼ4 つ の ヌ
ク レ オ チ ドの 遊離速度と平行関係を示 して い る(表‡ - 5)0
こ の 収定が正 しい か 否か は , 問題で あるが , いずれに しても, A , Gの 遊離
速度が大きい ことが充分説明する ことができる ｡ また , 括抗阻害剤を用 い て
Ki値を求めて み ると, リ ボ ヌ ク レ オ チ ドの 場合 , U ) C ) G ) Aの 傾となり ,
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドの 場合でもT )C) G ) Aとなる . Ki値は Km 値
の 場合とこ となり結合定数と して評価 しうるもの である か ら, こ の ことよりも
Ⅹ部位えの A の 親和 力が強い ことがわか る ｡
また ｡ リ ソ酸の結合位置に よ っ て , リ ボ ヌ ク レ オ チ ドでは 5′ ) 3′ ) 2′ ,
デ オキ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドでは 5′ ) 3′ の 関係が常に成立 して い て , こ の 関
係は , RNa se A
36)
, R Nase T1
37) そ して R Na se M
SS)
等 でもみ られた現象で あ
る ｡
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dq
第 二 幕 段Na se 汲h の 活性 中心 に 存在す る
ヒ ス チ ジ ン 残基 の 性質
R Na s eR hの 触媒作用に関係 した官能基を検索する目的で Km , Vm a x そ
して K i値等の 反応速 度定数の pH 依存性をApU, GpU そ して GpCの ジ ヌ ク レ
オ シ ドリ ソ酸を用い , また, 括抗阻害剤と して 2′ - AM Pを用い て 検討 した ｡
そ の 結果 , pKa 7･ 0 - 7. 3 と 3. 25 - 3. 5 の 2つ の 官能基が活性に関与して
い る事がわか り , さ らに この pKa 7. 0 - 7. 3が ヒ ス チ ジ ン残基で ある 可能性
を , 光酸化反応と カ ル ブ - ト キ シ ル 化反応に よ っ て検討 した｡
2 - 1 実験 の 部
酵 素 ; 第 一 章の 方法に より R Na s eRhを調製した｡
試 薬 ; R N A は興人株式会社から購入 した . 2′ - A M P, グア ニ リ ル (3/
- 5′ ) シ チ ジ ン (GpC) , グア ニ リ ル ( 3
′
- 5
′
) ウ リ ジ ン ( GpU) , そ して
ア デ ニ リ ル ( 3
′
- 5′ )ウ リ ジ ン( ApU)は Sigm a社より購入 , そ して ジ ュ チ
ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー トは 東京化成より購入 した｡
酵素活性測定法 ; (a)酸 可溶性 ヌ ク レ オチ ドの 測定; 酵素活性 はすで に報
告されて い るように
32)
PH S. 0, 37℃で R N Aを加水分解後酸可溶性 ヌ ク レ オ
チ ドの 増加によ っ て 沸定 した.
(b) ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ 酸の 分解 : 基質か ら ヌ ク レ オ シ ドと 2′ , 3′ - サ イ
ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドの 形成の hype rchro micity を基本に 今沢等の 方法
30)に
従 っ て分光光学的に 測定 した ｡ 反応混合物( 1 ml)は 0. 1 M 緩衝液に 16- 54
- 25 -
pM の 基質と 0. 1 3 - 0. 52FLM の酵素を含む .･反応は 23℃で島津 U V
- 2 0 0分
光光度計で行 っ た . 反応に使用 した波長は それぞれ GpC は28 0n m , GpU で
は 2 75 n m そ して ApU では2 65 n m で ある o ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ酸の 吸収と
2′ , 3
′
- サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ドと ヌ ク レ オ シ ドの 吸収 を合計 したもの と
の 分子吸光係数の 差ほ 文献か ら得た
38)
. 種 々 の pH での 分子吸光係数 の差 の 変
化は 別に 実験 を行 っ て定めた. 緩衝液は pH 2. 5 は 0. 1M ギ酸緩衝液で , pH
3 - 6. 5 は 0. 1 M 酢酸でそ して pH 7. 0 - 8. 0 ま では 0. 1M Tris
- H C l緩衝液
を用い た ｡
反応動力学的定数 ; 反応動力学 的定数で あ る Em , Vm a xは Lin e wea v e r-
Bu rk の プ ロ ッ ト
31) か ら得た｡
2′ - A M Pの 阻害数(K i)の 測定 ; 2′ - AM Pの Ki値は 上に 述べ たように
基質と して GpC(1 0 - 4 0fLM) を使用 して 23 ℃で 測定 した. 2
′
- A M Pの 渡
度は 20fLM であ る ｡ Ki値もまた Lin e w eav e r- Bu rk の プ ロ ッ トから計算 した
31)
.
光酸化反応 ; (a)光酸化によ る R Na se R hの 失活速度の pH 依存性 : 緩衝
演( 1 ml, 0. 1 M)に 1 5 6ノ↓M の R Nas e Rbと 0. 0 0 5% の メ チ レ ン ブ ル ー を
含む反応液を 一 定速度で漁拝 し水槽中 2 8 ℃に保 つ . 反応は タ ン グス テ ン ラ ン
プ( 2 00 W) で 25c m の 距離か ら照射 した. サ ン プ ル (5p) の 酵素活性を酵
素活性測定法 の (a)に よ っ て測定する o 緩衝液は 0. 1 M 酢酸で pH 5. 0 - 6･ 5
そ して 0. 1 M Tris -fICl でpH 7. 0 - 9. 0 ま で使用 した .
(b) 光酸化に より酸化 した RNa s eRhの ア ミ ノ 酸組成の 測定 :緩衝液(4 ml)
に 0. 8 m M の 酵素と 0. 0 0 5%の メ チ レ ン ブ ル ー を含む反応液を上述の ごとく処
理をする . 適当な間隔で サ ンプル ( 1 mlず つ )を取りだ して , そ して 50m M
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Tris 増Cl緩衝液(p抗 7･ 5)で平衡化 して ある D E A E- Sephade x A - 5 0(1
× 1 c m)の カ ラ ム にか ける ｡ カ ラ ム は 同 じ緩衝液で洗い メ チ レ ソ ブ ル ー を取
り除く . 酵素は 0, 6 M NaC lを含んで い る同 一 緩衝液で溶 出させ る . タ ン パ ク
質を含ん で い る溶出液を集め , 精製水で 一 晩透析 し, そ して ア ミ ノ 酸分析に 使
用する ｡
ジ ュ チ ル ピ p カ ー ボ ネ ー トによ る R Na se Rbの 化学修飾 ; 氷冷泉で 5 0 倍
に 希釈 した ジ ュ チ ル ピ p カ ー ボネ ー ト(50〟l)をo. 1 M 緩衝液(1 ml)に含
ん で い る 0. 1 5rnM の R Nase Rh 溶液に 加えて 2 6℃に保 ち, そ して 2 5 0n m
の 吸光度の 増加を測定 した ｡ サ ン プ ル を(5/り ずっ ) 一 定間隔で取りだ し,
そ して上述した酵素活性測定法(a)によ っ て RNa s e活性を測定 した｡ カ ル プ
- ト キ シ ヒ ス チ ジ ソ形成は分子吸光係数 e25.川 , 36 0 0
47) を使 っ て計算 した ｡
緩衝液は pH 5. 0 - 6. 5 の 間は酢酸緩衝液, pH 7. 0 は 2 - (N - m o rpholin o)
etha n e s ulfo nate 綬衝液 , そ して pH 7. 5 - 9. 0 の 間は N - 2 - hydr o xyethylpi-
pe ridin e N
′
-
etha n e sulfonate 緩衝液を使用 した ｡
ア ミ ノ 酸組成の 測定 ; 光酸化 したサ ン プル は乾煉 した の ち 6N H Cl で封管
中 1 1 0 ℃で 2 4時間加水分解 した ｡ 氷解物の ア ミ ノ 酸組成は Spa ck m a n等 の 方
法
48) によ っ て JEOL 6A Hア ミ ノ 酸分析機を使用 して 測定 したo 光酸化 した
酵素の メ チ オ ニ ソ 量の 定量をするため, タ ン ′< ク質を 6N.
Ba(OH)2 (1 ml)
入 れ封管し 1 1 0 ℃で 加水分解する ｡ 加水分解標品は 希硫酸で 中和す る , そ し
て硫 酸バ リ ュ ウ ム を遠心に よ っ て 取り除く ｡ 沈澱 は 5 ml の水 で洗い , そ して
遠 心に よ っ て 上清を取る o 2 つ の 上清を合わせ ,.上述の方法により ア ミ ノ 酸分
析を行う｡
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ト リ プ ト フ ア ン 残基量 の 定量 ; タ ン パ ク質 サ ン プ ル の トリ プ ト フ ア ン 残基
量は Dalby とTa si の 方法
49) に よ っ て定量する o
2 - 2 ジヌ ク レオ シ ドリン 酸 を用 い た 時 の RNa s e Rh の 反応速度定数 の
pH 依存性
1 6種の.
I) ヌ ク レ オ シ ドリ ン 酸(Ⅹpy) の R Na s eR hによ る分解 の 反応速度
定数(Km と Vm a x) , こ の 時ⅩとY は R N A におけ る 一 般的塩基 で ある U, C,
Gそ して A である ..この 結果はすで に第 一 章に 述べ たとうりで ある5
0)
.
K m 値は Ⅹが A の 時も っ とも小さい o そ こ で , R Nas e石払 の Km と Vm a x
値 の 反応速度定数の pH 依存性をApU を基質と して 測定 してみ た ｡ そ の 結果を
Fig･ 2 - 1 に示す . Vm a xは pH 3. 5 で最大 に なり , そ して , pKm は pⅠ耳4. 5
と 6･ 0 の間 で最大にな る ｡ こ の pH 範開 に p h が最大に なる の は , 塩基特異性
をも つ もの や , 塩 基特異性 の低 い R Na s e, すなわ ち, 牛肺臓の R Na s eA (ど
リ ミ ジ ン塩基特異性)
51)
,
Asp･ oryz a eか らの R Na s eTl(グア ニ ジ ン塩基特
異性)
52) そ して Asp･ s aitoi か らの R Na s eM ( 塩基非特異 的)
38)
と い うよ
うな他の R Na se と同様で ある ｡ 反応速度定数の pH プ ロ フ ィ ル を Di瓢 n の 理
論 に従 っ て 正 , 負または 傾斜雰の 直線の ガイ ド ライ ソ を引き , こ の交点より解
析 し
53)
, RNase R hの 活性中心に関与する と考えられ る官能基を推定 したo
pXm
-
pH曲線に おけ る ガ イ ド ライ ン の 交点より , 2 つ の 上に 凸の 屈折点が
pH 7･ 0 と 3･ 2 5に観察できる ｡ これ ら2 つ の 値は おそ らく遊離酵素 ある い は 基
質に 由来す る pKa と考えられ る o
同 じように log Vm a x - ptlプ ロ ッ トに より , 上に 凸の 屈折点が pB 5. 2 に
見 られ る . ApU の 場合 pKa 3･J2 5は ア デ ニ ン がア ミ ノ 基をも つ の で , pKa 3. 25
の 値がア デ ニ ン の ア ミ ノ 基由来かい なか測定するの は 困難で ある ｡ しか しなが
- 28-
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ら, p甘叫
-
p戊 曲線に よる pH7･ 0 の 屈折点は 遊離酵素の 活性中心に 由 来す る
も の と考えられ る o pfI5. 2 の 屈折点は 酵素 一 基質複合体の pKa に 由来する
と考えられ る ｡
基質で ある ア デ ニ ン の イ オ ン 化の 影響をさける ため , 次に GpU の 反応速度
定数の pⅠ‡依存性 を測定 した. GpU の ア ミ ノ 基 の pぬ は 2･ 0 付近で ある の で
ApU より低 い pB 範囲に ある o GpU の pEm - pH と log Vm a x - pB 曲線 を
F ig . 2
- 2 に示 した . こ の pEm
-
ptI曲線は ApU の場合 とよくにて おり , ptI
3. 3 と 7. 2 5に上 に 凸の 2 つ の 屈折点が観察で きた . log Vm ax - pH 曲線 は
ApU の 場合よりも複雑で ある けれ ども , ApU の *
'
合と同様の pKa 値(pKa5. 3)
と , そ れに 加えて 8. 2付近に pKa が観察された ｡ pKa 3. 3は GpU に お け る遊
離の ア ミ ノ 基に 由来する pKa よりは る かに 高く , GpU と ApU を基質 と した
時, 両方ともに 観察で来る o したが っ て こ の pKa 3. 3は 酔素 の 官能基 に 由来
するもの と考え られ る ｡ ヌ ク レ オ シ ドの 3ノ ー 側に解離性の グ ル ー プをもつ GpC
をもちい て さ らに反応速度定数の pH依 存性 を測定 した ｡ 結果は F ig . 2 - 3 に示
した . こ の 場合, GpC の p b - ptI曲線は ApU と GpU の 場 合 と 大変 よく に
て い る . しか しなが ら , 1og Vm ax - pH 5. 8 0と同 じように pH 3. 7 5に 上に 凸
の 屈折 点が観察され , こ れは , Fig2 - 1と2 - 2 には 見られ なか っ たもの であり ,
シ チ ジ ン の ア ミ ノ 基に 由来するもの と考えられ る ｡
こ の 実験結果は , シ チ ジ ン の塩基部の プ ロ トネ ー シ ョ ン が辞素の触媒作用に
著 しく影響を与えて い るも の と考えられ る ｡
2 - 3 R Na s e Rも. に 対す る 2
′
- ÅM Pの Ki 値の pH 依存性
2 - 2 に述 べ た pKa - pH 曲線か らの 推論 した結果を確認する ために , R Na s e
R h に2′ - A M Pの 結合の ptl依存性を GpC を基質と して測定 した o 結果は Fig .
- 30-
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2 一 郎 こ示 した ｡ こ れより , 上 に 凸の 2 つ の 屈折点が p互丑7. 0 と 3. 3 に 観察さ
れた ｡ こ の 結果は , ジ ヌ ク レオ シ ドリ ン散を基質と して 測定した結果と大変よく
一 致 して い る ｡ こ の 実験結果か ら, R Na s eRhの 活性 中心に碍与する官能基は
pKa 値が約 3･ 2 5 - 3･ 5 と 7･ 0 - 7. 3 の 2 つ で ある. そ して , pKa 7. 0 - 7.3付
近の 官能基は イ ミ ダ ブ - ル 基で あると推察す ることができる . pKa 3. 2 5- 3. 5
をもつ 他の 官能基は カ ル ポキ シ ル 基と考え られ る. 且og Vm a x - pⅠま 曲線 に 観
察された 5 - 51 7 の 基質依存性 pKa は ES 複合体の pKa と考 えられる o
2 - 4 R Na 8 eR hの 力 ル プ エ トキシ ル化
ヒ ス チ ジ ン 残基に特異性 の高い 修飾試薬で ある ジ ュ チ ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー ト
47)
に よ る RNa s eR hの失活速度の 脚 依存性を測定したとこ ろ pH 7. 0 付近の 変
曲点が見られ る(F ig . 2 - 5a). この 値ほ Fig･ . 2 - 1 - 3 の Ⅰ威血 - ptl曲線 に
観察された値と 一 致 して い る o 試薬によ る カ ル プ ェ トキ シ ヒ ス チ ジ ン形成によ
る R Na se R bの 失活速度との 相関々 係を『ig. 2 - 5b に示 した ｡
失活速度と カ ル プ - ト キ シ ヒ ス チ ジ ン の形成は 平行的に進行 し, ヒ ス チ ジ ン
約 0. 9 残基の 消失で酵素活性が完全 に消失する . 2 8 0n m における酵素溶液の
吸光度が こ の 反応の 過程にお い て全く変わ らない ことか ら, R Na s eRhの チ ロ
シ ソ残基が こ の試薬で修飾されて い ない こ とがた しか められた ｡ さ らに , カ ル
ブ - ト キ シ ル 化 した RNase R h で活性を5 %と 5 0%も っ て い るもの に つ い て ,
pH 7. 0 で 0. 1M N Ⅲ20 H で1 8時間処理 して , 活性を測定したとこ ろ , 修飾
R Nase 石地 の 酵素活性 は未修飾 R Nas e Rhの 7 3. 5 % と88･ 7 別 こ活性 の 回復
が見 られたo こ の ことにより , 少なくとも且 モ ル の ヒ ス チ ジ ン残基が R Na se
R hの 活性 中心に あり, そ の pKa は 7. 0 で あることが推察で きる ｡
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u nde r F ig . 2 - 1 .
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- 5 E ffect of pH on the Rate of Inactiv atio n of RNa s eRh by
D ietIⅣlp yr oca rbonate(A), a nd the Relati皿 betwee n En zym atic Activity
a rxi Carbethoxyhistidine Fo r m atipn du ring the Re a ction of R Na s eRh
with Diethylp yro c arbon ate(B). The e耳pe rim e ntal c o nditio n s w e r e a s
de s c ribed in the te xt. (A)The initial rate of in a ctivatio n at pH
indic ated w as expressed a s the pe r c e ntage of that at pE 7･0 . The
buffer s u s ed w e r e a c etate buffe r(0.1 M) fo r pH 5 - 6 . 5, 2-
(N - m o rpholin o)ethan es ulfo nate buffer(0.1M )fo rpli7･O aTd N
- 2 -
bydr o xyetbylpiperidin e N
′
-
etbane sulfon ate buffe r(O†l M) for pⅠ‡ 7･ 5
- 9.0 . (B)T he buffer u s ed w as 0. 1M H E P E S buffe r, pH 7. 5 . Ca rbetbo
-
Ⅹyhistidine fo r m ed wa s calc ulated using a m ola r e xtin ctio n c oeffic
-
ie nt, e2 50b n , Of 36 0 0
47)
.
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2 - 5 RNa 昏e 取払 の 光酸化
すで に報告され て い るよ うに , 況Na s e Rhの 光酸化 によ る失括速度の p班依
存性か ら, pKa 6. 2 の官能基が活性中心に 関与 して い るとされて い たが
42) -
タ
＼
- -
れ は Fig . 2 - 1 - 2 - 3 まで に述 べ て き た結果とは 一 致 して い な い . と ころが ,
R Nase Ⅰ払 の 光酸化反応を再 実験 したと ころ , さきに報告 したもの は , ア ル カ
リ の pH側 で の 光酸化反 応の失活速度を低く評価 して い たこ とが わか っ た｡ こ
の 再実験に おける 結果を Fig . 2 - 6a に示 し, そ して , 活性 中心に pKa 7. 0 を
も つ 官能基の 関与 して い る こ とがわ か っ た. こ の 値は pKm - pH と pK.i - pH
曲線より得られ た結果と 一 致して い る ｡ こ の pEa は ヒ ス チ ジ ン残基 に 由 来す
る と考え られ るo 光酸化 R Na se Rhの ア ミ ノ 酸分析の 結果, 失格と ともに ヒ ス
チ ジ ン残基の 減少が見 られ (Fig . 2 - 6b), また メ チ オ ニ ン残基の 酸化は観察
観察され なか っ た( Table Ⅱ - 1)｡
2 - 6 考 察
R Na s eⅠ払 の活性中心に存在する ヒ ス チ ジ ン 残基の pⅨa は 上 に 述 べ て きた 実
験結果よ り約 7. 0 で ある ことがわ か っ た ｡ こ の 値は塩基特異性 が低く グア ニ ン
塩基に 親和性のあ る Asp. saitoi か らの R Na s eM s
54)J55) とよ く にて お り,
そ して R Nase Rhの塩基特異性とよくに て い る Asp. s aitoi か らの R Na s eM
よりも高い ( pKa 約 6. 0)
56)
o
log Vm ajt- PH 曲線に み られ る pKa 5. 0 の 官能基は , 活性中心 に 他の ヒ ス
チ ジ ソ 残基の 関与が考え られ る ｡ しか しなが ら , 現時点では 活性中心に 存在す
る こ の 官能基が ヒ ス チ ジ ン残基で あるか い なか を確認する化学的デ ー メ - は な
い
｡
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T he expe rim e ntal c orditio n s wer e a sde s cribed in the te xt. (A)
′
m e
r elativ e rate of in a ctiv ation was e xpr e s s ed a s the pe r c entage of
that at pH 7.0 . T he buffer u s ed w e r e a c etate buffe r(0･1 M)fo r pH
5 - 6. 5
, ar xI Tris - ⅢC l buffe r(0. 1M )for pH 7.0 - 9. 0 . (B)Buffe r
S olutio n (4 ml, 0. 1 M , pti7. 5) co ntaining O･8rriM R Nas e 拙1 a nd O･ 0 05
% m ethyle n eblu e w a skept at 2 8℃ . 丑istidin e r e sid1ユeS W e r em e a Stlr ed
by a mino acida n alysis .
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R Nase Rhの 活性 中心 に 存在すると考 えられ る pKa 7. 0 の ヒ ス チ ジ ン 残基
を確認するため に行 っ た光酸化反応と カ ル プ ヱ ト キ シ ル 化反応は いく つ か の 副
反応 が存在 して い る ｡ 光酸化反応に お い て は メ チ オ ニ ン残基と ト リ プ ト フ ア ン
残基の酸化も考え られ るが , メ チ オ ニ ン残基に つ い て は ア ル カ リ加水 分解に お
い て 定量 した所 , 未修飾酵素と含量は変わ っ て お らず , ト リ プ ト フ ア ン 残基に
お い て も Dalby とTa si の 直接発色法
49) に て 測 定 したとこ ろ未修飾酵素と含
量 は変わ らず , こ の こ とか らメ チ オ ニ ン , トリ プ ト フ ア ン の 関与は除 去で きた｡
また , カ ル プ - トキ シ ル 化に つ い て は チ ロ シ ソ残基お よび ア ミ ノ基 の修飾も考
在られ るが , チ p シ ソ 残基に つ い て は 2 8 0n m の 吸 光 度 の 変化が な い ことよ
り修飾は 認め られず , ア ミ ノ 基に つ い て は , ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ソ 処理に より ヒ
ス チ ジ ソ残基とチ p シ ソ残基に修飾されて い る カ ル プ - トキ シ ル 基は除去 され
る が リ ジ ン残基 の ア ミ ノ 基は変化 しない とい うこ とと, R Na s e 刑1 の 場合 o. 1
M N H20 H処理 に より活性 の 回 復が 見 られ る と い う事実か らア ミ ノ 基 の 活性
へ の 関与も考慮する必 要はな い と考え る ｡
以上 の 事より , R Nase R hの活性 中心 に は少 なく とも pKa 7. 0 の ヒ ス チ ジ
ン残基 1個が関与 して い ると考えられる ｡
2 - 7 結 論
Rhiz opus 属菌 か ら の R Nas e Rbの 触媒作用に 関係 した官能基を検索する
目的で, K m , V m a xおよび K i値等の 反応速 度定数の pH 依存性 を 3種 の ジ
ヌ ク レオ シ ドリ ソ酸 , ApU, GpUとGpC , と括抗阻害剤と して は 2′ - A M Pを
用 い 検討 した ｡
これらの Km , Vm 狙 および Ki値の pH 依存性 を検討 した結果は , pK
.
m ,
log Vm a xおよび pK iの 形 で示 した. また pK m - pH , log Vm a x
-
ptL お
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よび p琴i - pH 曲線 を解析する目的で D ixon, の 理論に従 っ てiE, 負 ま たは傾
斜 ゼ ロ の 直線 の ガ イ ド ライ ソ を引き . こ の 交点より触.媒作用に 関係す ると考え
られ る官能基を推定 した｡
そ の 結果, R Nase R hの 活性中心 に は pKa 7. 0 - 7. 3 と 3. 2 5 - 3. 5 の 2 つ
の 官能 基が関与 して い ると推 定で きた. こ れら の 結果を考え ると , R Na s eR h
の 活性 中心に 関与する官能基は 1 つ は ヒ ス チ ジ ン残基 であり, 他 の 1 つ は カ ル
ポ キ シ ル 基であ る 可能性が購い ｡
そ こで さ らに , 光酸化と カ ル ブ - ト キ シ ル 化反応に よる RNas e R b の 失 括
速度の pH 依 存性 をみ たと ころ , これら両反応とも活性 中心 に pKa 7. 0付近 の
官能基が関与す る ことが 明らかに な っ た ｡ この 値は 本章で述 べ た反応動力学的
定数 の pH 依 存性 か ら求 めた活性中心に 存在する官能基の pKa 値 と 一 致 し て
い る ｡
光酸化反応 に よ る酸化された ア ミ ノ 酸残基 を調 べ たと ころ 1残基の ヒ ス チ ジ
ン が酸化され失 活 して い き , こ の とき他 の 酸化されやす い ア ミ ノ 酸残基たとえ
ばテ ロ シ ソ , メ チ オ ニ ン そ して トリ プ ト フ ァ ン の 酸化は全く 見 られな か っ た｡
さ らに , ヒ ス チ ジ ソ 残基に 特異性 の 高い ジ ュ チ ル ピ ロ カ ー ポ ネ ー トを用 い て
カ ル ブ - ト キ シ ル 化を行 っ た ｡ こ の とき 2 80 n m の 吸 収が 減少 し ない こ とよ
り チ p シ ソ残 基の 修飾は 観察されず カ ル プ - トキ シ ル 化をうける ア ミ ノ 酸は ヒ
ス チ ジ ン残基 1 個 の み と考え られる ｡
これ らの 結果より , R Nase Rhの 活性中心 に少なく とも pKa 7.0 - 7. 3 の
ヒ ス チ ジ ン 残基 1個が関与 して い る ことが推定できた ｡
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第 三 車 カ ル ポ キ ン メ チ ル 化 の
汲Nas e 汲h - の 影 響
すでに 述べ て きたように , 著者等は反応動力学的結果
50)
( 第一 章)そ して 化
学修 飾 こよる研究 57)(第二 章)により , R Na s eRhの 活性中心に pKa 7. 0 の
ヒ ス チ ジ ン残基が関与 して い るこ とを明らか と した｡
また R Na se R hの ヒ ス チ ジ ン残基は ヨ ー ド ア セ タ ミ ド に よ り 修飾をうけ2
m ol の カ ル ポ キ サ ミ ド メ チ ル 基の 導入に ともな っ て失活した
42)
｡ その 2 つ の 結
果 , 少なくとも1 残基の ヒ ス チ ジ ンが R Nase Rbの活性中心 に存在 しアル キ ル
化をうけやすい こと を示 して い る ｡
こ の 章に お い て 臥 さらに R Na s eRhの ヒ ス チ ジ ン残`基 の 反 応性を検討す
る ため , ヨ ー ド酢酸で R Na se Ⅰ払 の ア ル キ ル 化を行 っ た o ヨ ー ド酢 酸は , 他 ､,一
の R Na s革 の活性中心 の 検索によく使用されて い る ア ル キ ル 化剤である
41)′ 46)∫
58)′ 59)′ e o)′ 61)
o
ヨ - ド酢酸で の 反応の 後 R Na s eRhの ア ル キ ル 化 をうけたア
ミ ノ 酸残基の量的分析により , 約1 残基の ヒ ス チ ジ ン が優先的に修飾されて失
活する ことがわか っ た . さらに , カ ル ポキ シ メ チ ル 基の 部分の導入 が R Na s e
Rh のヒ ス チ ジ ン 残基の N3 一 位にお こ る ことが認め られ るo
これ らに つ い て , 以下に述べ る｡
3 - 1 実験の 部
酵 素 ; 第 一 章の 方法により R Na s eRhを調製したo
試 . 秦 ; ヨ ー ド酢酸は メ ル ク社より購入 した. ヨ
ー ド〔2 -
14
c〕酢酸(57
mCi/ m m ol)は ラ ジ オ ケ ミ カ ル セ ン タ ー ( Am e rsha m)より購入 した .
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R N A, 2
′
- C M Pと 2
′
, (3′) - U M Pは 興人株式会社より購 入 した. 2′ - A MP
と 2′ - G M P は S ig m a 社より購入 した . ヒ ス チ ジ ン 残基と メ チ オ ニ ン 残基の
カ ル ポ キ シ メ チ ル 誘導体は Go r e n等 の
62)
の 方法 を多少か えて 合成 した ｡
R Na s e活性 の 測定法 ; 酵素活性は 小宮叫と入 江等
26) によ っ て 報 告 され て
い る方法に従 っ て 測定した｡ 反応混合物(2 ml)は 0. 05 M 酢酸疲衝液(pH
5. 0) に 5 m g R N Aと酵素を含み 37 ℃ で 5分 間反応さ せ る , そ して 1 m且 の
M c aFadye n 試薬
28) を加えて 反応を止 める ｡ 遠心 して沈澱を取り , 上括 o. 3 ml
を 2 ml の 水 で希釈す る ｡ 溶液の 2 6 0n m の 吸光度を測定す る ｡
R Na s e Rhの カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 ; R Na s eR b(1. 78 〝M) を 0. 1 M 酢酸
緩衝液で ヨ ー ド酢酸(o. 1 M) と3 7 ℃で イ ン キ エ ペ - 卜する o 適当な程度に
失活 した酵素 は 3 日 間精製水 で透析す る o 導入 の 実験の ため使用 した ヨ ー ド酢
酸は 2jLC i/ mg の 放 射活性 をもつ 標品 で ある .
種々 の pH での R Na s eR hの 失活速度は 上述 した方法で 0. 1 M 酢酸緩衝液
(pⅠ竜3. 0 - 6. 0) そして 0. 1 M Tris - H Cl疲衝液(pH 7. 0 - 9. 0)を使用 し
て 測定 した o こ の 実験 の ために使用 した酵素濃度は 3. 6 FLM である .
ア ミ ノ 酸分析 ; 未修飾 R Nas e Rbあ る い は カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 R Nas e Rb
( CM - RNase Rh, 0. 2 - 0. 3 m g) の 溶液は P205 デ シ ケ 一 夕 - で 乾燥 し濃
縮する ｡ そ して 6N 琵Clを加え脱気した後, 封管 し11 0 ℃で 2 4時間 加 水 分解
す る ｡ 加水分解物の ア ミ ノ 酸組成は Spa ckm a n等 の 方法
48) で 日 本電子 JEOL
6A Eア ミ ノ 酸分析機に より測定した｡
過ギ酸酸化は H irs の 方法 6
3)
に従 っ て 行 っ た .
1 4 2,-
C M- R Na se Rhの C Dス ペ ク ト ル ; C Dス ペ ク ト ル は JA S C OJ4 0 ス ペ
ク ト ロ ポ ー ラリ メ ー タ ー で 測定 した o セ ル の 光路幅は 0. 50 c m の もの を使 用
した o 使用 した タ ン パ ク質濃度は 約 3 4'FLM であ っ た｡ すべ て の デ ー タ ー は分
子楕 円率と して表現 した｡
紫外部吸収差 ス ペ ク ト ル ; すべ て の 測定は 2 2 ℃で光路幅 o. 4 4｡ m の ダ ブ
ル セ ル を使用 して 日立 1 0 0- 50 分光光度計を使用 して測定 した ｡
高圧 ろ紙電気泳動 ; 高圧 ろ紙電気泳動は ビ リ ジ ン - 酢酸緩衝液 , pH 6. 5
( ビ リ ジ ン :酢酸 :水 ; 25 :1 : 225, Ⅴ/ V)を使 用 し, 2 0 0V/ c m の 電圧
で 1 2 0分間泳動を行 っ た｡ ろ紙電気泳動の後の 放射活性 を示 す ア ミ ノ 酸の 位
置は ろ紙を 5 m m の 幅に きりそ の 部分 をそれぞれ以下に述べ る シ ソ チ ラ ソ ト 中
に つ けて 測定 した｡
放射活性測定; 放射活性 測定は ア ロ カ液体 シ ソ チ レ - シ ョ ン ス ペ ク ト ロ メ ー
タ ー , モ デ ル L S C- 6 0 2で行 っ た｡ バ イ ア ル を カ ウ ン トするため , 約 10 0pi
の サ ン プ ル を o. 3 ml の 1M - イ ア ミ ン ク p ライ ド/ エ タ ノ ー ル と 1 0ml の
シ ソ チ レ - シ ョ ソ 溶液(4 g の 2, 5 - diphe nylo x a z ole と 1 0 0m g の p - bis
〔2
′
- (5
′
-
phe nylo x a z ole) 〕b n z e nを 1L の ト ル エ ン に溶か す) をバ イ ア
ル に 加えて 測定する ｡
ろ紙 片の 放射活性の 測定に は - イ ア ミ ン をの ぞいた カ ク テ ル を使用 した ｡
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3 - 2 ヨ ー ド酢酸に よる R Na 良 e Rh の粂活 の pⅠ耳依存性
R Nase Rhの ヨ ー ド酢酸に よ る失括の 速度を種 々 の pH で測定 した. こ の 結
果を Fig . 3 - 1a に示 した . 失 活速度は 貫戯 4. 0 で最高であり , pH 8. 0 以 上 で
は腐 著に減少する ｡
また , これ らの 結果を log k - pⅠi の 図に再 プ ロ ッ トする と( Fig . 3 - 1b)
pKa 値が約 7. 3 と 4. 3 の 2つ の 官能基が こ の 先活反応 に 関 与 して い る と考え
られ る ｡
3 - 3 ヨ ー ド酢 酸に よ る RN a se Rh の ア ル キ ル化
ヨ ー ド酢酸によ る R Na s eR hの失活の 至 適 pH は3 - 2 で述べ たように pH
4. 0 であるが , R Nase R h の酸性での安定性および溶解性の観点より
42)
, 〔2 -
14
c〕
ヨ - ド酢酸によ る m ase Rhの ア ル キ ル 化はおもに 3 7 ℃, pⅠi5. 0 でお こな い ,
カ ル ポ キ シ メ チ ル 基 の 導入 の 速度を放射活性 の 導入 で測定 した ｡ カ ル ポ キ シ メ
チ ル 基の 導入量 と残存酵素活性 の 関係を F ig . 3 - 2 に示 した｡ 酵素活性が ゼ ロ
に なるように直線部 を外挿する と, 約 1. 2 - 1. 3 の カ ル ポ キ シ メ チ ル 基 の 導入
に より , 酵素活性 がなくなる と いう事が考えられた｡
ヨ ー ド酢酸によ っ て ア ル キ ル 化され残存活性 が 3 0% まで失活された R Nase
Rhの ア ミ ノ 酸組成を表皿 - 1 に示 した o こ の 段 階で ヨ ー ド酢酸によ る カ ル ポ
キ シ メ チ ル 化 は R Na se Rbの 約 0. 75 m ol の ヒ ス チ ジ ン残基に おこ っ て い た ｡
表Ⅱ - 1 に示 した以外の ア ミ ノ 酸残基に つ い て は未修飾 R Nas e 馳 の ア ミ ノ
酸組成とほぼ同様で あ っ た ｡
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F ig ･ 3 - 1 a) E ffect of pH o n the ln a ctivatio n of R Na s eRh with
lodo a c etic Acid. The e n zy m e(1. 7 8FLM) w a sin c ubated with iod｡ -
a c etic acidat v a rio u spⅢ
′
s at 37 ℃. The rate s_
lo‡ in a ctiv atio n
w e r e m e a s u red a s des cribed in the te xt. Ⅷ e c o n centratio n of the
r e age nt.w a s O･ 1 M thro ugho ut this e xpe rim e nt.
b) pH pr ofile s of log k of in activ atio n of R Na s e Rh with 主od. a c e-
tic a cid･ T he data are r eplot ted fr o mFig ･ 3 - 1a .
- 45 -
苛OO.
亀O
SO
御
80
′
■ヽ
○
計
6 0
ヽ l J ′
> ヽ
:=
I
<
t'
w
O l
⊂
⊂
冒20
也
一亡
一 ーるO
㌔
ー
A
～
”
均 一 ■
U
i
防
⊂
【:
lロ
･∈
～
α
20
,
1 2
Cq boxym 曾t hyI.Gr ot lP !rlC qpq d ion
( m ¢t lm ol En z. )
o る ゝ8 12
ノ
16 2ノO 払
■R柑 C･iio､n Tiryle ( ho urs )
Fig ･ 3
- 2 Tim e CotlrSe Of Ca rbo 野 m′ethylatio n of R Na se 右払 at pH 5. 0 .
R Nase 馳 (6jLM) w as in c ubated in 6 ml･of O･ 1LM acetate buffe r, pⅢ
5･ O c o ntaining 15 fLCiof iodo 〔2 -
1 4
c〕 a c etic acid at 0. 1 M
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3 - 4 カ ル ポ キシメ チ ル 化 RNa 8 e Rh と未修飾 RNa 昏 e Rh の C Dス ペ
ク トル
カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 RNase Rhの コ ソ ホ - メ ー シ ョ ソ を調 べ る ために ,
R Nase 盲払 の CD ス ペ ク ト ル を 2 0 0- 2 6 0n甲 の 波長範囲で 測定したo タ ン
パ ク質の 骨格構造を示す短波長側( 2 0 0- 2 4 0n m )におけ る R Nase Rhの
C Dス ペ ク ト ル は 2 05 n m に谷があり , そ して 2 1 5n m に負の シ ョ ル ダ - が あ
る ｡ この 結果は Fig . 3 - 3 に示 した｡ 残存活性が 3 2% 以上のもの につ いての カ
ル ポ キ シ メ チ ル 化 R Na s eRbの C D ス ペ ク ト ル は未修飾 R Nas e 盲払 とほ とん
ど同 じで あ っ た ｡
こ れらの 結畢か ら CD ス ペ ク ト ル で 測 定す る 限 り で は カ ル ポ キ シ メ チ ル 化
の あらゆ る段 階に おい て R Na s eRh は未修飾酵素 の コ ソ ホ - メ - シ ョ ソを保
持 して い る と考えられ る ｡
3 - 5 ヨ ー ド酢酸に よ る R Na s e Rh の失活 に お け るヌ ク レオ チ ドの効 果
pH 5･ 0 にお い て ヨ ー ド酢酸による ア ル キ ル 化 を 2′ - A M P, 2′ - 伝MP, 2′
- C M Pそ して 2′(3
′
) - U M P等 の 括抗阻 害剤の 存在に お い て行 っ たo R Na s e
Rhの 失活の 速度をま減少 し, これ らの括抗阻害剤によ る R Nas e Rhの 失活の 保
護の 程度は酵素活性に おける阻害効果と ′ ミ ラ レ ル である
51)
(Fig . 3 - 4). この
現象は ヨ ー ド酢酸によ る ア ミ ノ 酸残基の 修 飾が R Na s eRhの活性 中心に 含まれ
る もの か , ある い は , 少なくとも活性 中心 近傍に ある こ とを示酸 して い る｡
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F ig ･ 3 - 3 C D Spe ctr u m of R Na se R h Ca rbo xy m ethylated with lodo a c etic
Acidat pH 5･ 0(0. 1 M , Acetate Buffe r). T he e xpe rim e ntal co nditio n s
w e r e a sde scribed in the te xt. Native R Na s e R b( - ) ; carbo xy
-
m ethylated R Nas e Rh ha ving 65% a ctivity (
-
- ); a nd that havirlg
32% a ctivity ( - ･ ･ - ) . T he en zym e c o n c e ntr atio n w a s3 4pM .
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F ig . 3 - 4 E ffe cts of Nu cle otide s and Ade n o sin e o nthe ln a ctiv atio n
of R Nase Rh with lodoac etic Acid. T he e n zym e(1. 7 8FLM) w as
in c ubated with iodo a c etic a cid(0. 1M) in the pre s e n c e of 2 0IT舶
i 血ibito r in a c etate buffe r(0. 1M , pH5. 0) in the da rk at 37℃ .
T he e n zym atic a ctivity w as m e asu r ed by dete r mining a cid- s oluble
n u cleotides afte r eI ㍑ym atic dige stio n of RN A. 0, 2′ - A M P; △ ,
2′ - GMP ; A , 2
′
- C M P; ＋ , 2′ , (3') - U M P; × , ade n o sin e ; ㊨ ,
ad dition
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3 - 6 2′ - A M Pの結合 に よ る C M- 鼠Na 蕗e R hの差 ス ペ ク トル
カ ル ポ キ シ メ チ ル 化 R Na s eRhと最も強力な阻害剤で ある 2′ - A M Pと の 相
互 作用を分光学的に検討 した . カ ル ポキ シ メ チ ル 化 R Na se R hと未修飾 R Na s e
馳 . と を 2′ - A M Pを加える こ とに よ っ て生 じる差 ス ペ ク ト ル を Fig . 3 - 5 に示
した ｡
負の 差ス ペ ク ト ル が 2 55 n m に生 じる o こ の ス ペ ク ト ル は Asp. s aiioi の
RNase と 2′ - A M Pとの 差 ス ペ ク ト ル で 生 じる
41)
も の と類似 して い るが, カ
ル ポ キ シ メ チ ル 化 R Na s eR hで 披未修飾酵素より も 2′ - A M Pと の 結合 が 弱
くな るが , 2′ - A M Pの R Na s eRh へ の 親和性が修 飾酵素でも多少残 っ て い る o
こ れ らの 結果をもと に , 構成成分の 合計から酵素 - 2′ - A M P複合体の 2 5 5
n m の 吸光度と 2′ - A M Pとカ ル ポキシ メ チ ル化 RNa se Rhとの ス ペ ク ト ル の 和
と の 偏差 を各種 2′ - A M Pの 漉度で プ ロ ッ ト した . こ の 値から Ⅲu m m el の 式
64)
に よ り, 酵素 一 阻害剤複合体の 解離定数を計算 した o
未修飾 R Nase Rhと カ ル ポキ シ メ チ ル 化 R Na s eRhの 結合定数を表Ⅱ - 2
に 示 した. 残存酵素活性が約 3 9. 5%の 修飾酵素の 結合定数は末修 飾 R Na s eRh
の 結合定数の 約l/2 倍となる . この ような結合能力の 減少は修飾により活性 中
心 の コ ソ ホ ー メ - シ ョ ソ が変化 したか あ る い は 2′ - AM Pの 結合が ブロ ッ クさ
れ たもの と考え られる ｡
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3 - 7 〔 2 -
14
c〕 ヨ ー ド酢酸 に よ る修 飾 RNa B eR h中甲カ ル ポキシ メ
チ ル化 をうけた ア ミ ノ酸 の検索
pH 5. 0 で カ ル ポキ シ メ チ ル 化された ア ミ ノ 酸残基を検索す るため, 残希括
性が 7 2. 5 5, 4 0そ して 259Toをも つ
14
c - カ ル ポ キ シ メ チ ル 化された R Na s e
R hを 6N H Cl で1 2 0 ℃で 2 4時間加水分解 した ｡
それぞれ の 水 解物は 高圧ろ紙電気泳動に より分離した｡ ろ紙電気泳動後の ク
ロ マ ト グ ラ ム の 各部分 の放射活性の 分布状況を F ig . 3 - 6 に 示 した ｡ こ の方法
に より, 放射活性 は 3 つ の 両分に分布 して い る ことが わ か っ た ｡ ;すなわち ,
1 番目は酸性両分 (d 卜C M- ヒ ス チ ジ ン と S - CM - ホ モ シ ス テ イ ソ を含ん でい
･ る . ) ; 2番 目は 3 - CM - ヒ ス チ ジ ン そ して 3番目は 中性ア ミ ノ 酸 ゾ ー ン に 位
置する 両分 の 3 つ で ある . こ の 最後の 西分に は 1 - C M- ヒ ス チ ジ ン と カ ル ポキ
シ メ チ ル ス ル ホ ニ ュ ウ ム メ チ オ ニ ンが含まれて い る｡ そ れぞれ の 両分に 相 当す
る もの の 放射活性 の ′1 - セ ン チ - ジを計算 しその 結果を表Ⅱ - 3 に示 した o
R Na s e‡払 をカ ル ポキ シ メ チ ル 化 した時に ア ル キ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸残 基
の 生成量 と酵素活性の 関係を Fig . 3 - 7 に示 した ｡ 反応の 最初の 段階に お い て
それぞれ の ア
.
ミ ノ 酸残基 - の カ ル ポ キ シ メ チ ル 基の 導入 は 直線的に 進行 して い
く , しか し残存活性 が 4 0% 以下にな ると直線 か ら除 々 には ずれ る o メ チ オ ニ
ン 残基へ の カ ル ポ キ シ メ チ ル 基の 導入 と 1 - C M- ヒ ス チ ジ ン と d 卜 C M- ヒ ス チ
ジ ン の 生成量は 酵素活性の 消失を説明する には 不充分 であ る . 反応の 初期 にお
い て , 3 - CM - ヒ ス チ ジ ソ の 形成が酵素活性 の 減少 と直線的な
-
相関関係がある ｡
そ の 直線部分を酵素活性が ゼ ロ に なるように 外挿する と ヒ ス チ ジ ン残基の N3 一
位 に カ ル ポ キ シ メ チ ル 基の導入 が酵素 1 m ol に対 して 約 1残基 で あ る こ とが
わ か っ た｡ したが っ て , カ ル ポ キ シ メ チ ル 化によ り酵素が失 格す る原因は N3 -
カ ル ポキ シ メ チ ル ヒ ス チ ジ ンが 1残基形成される ためで ある と推定できる ｡
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Fig . 3 - 6 identific atio n of the Amin o Acid Re sidu es of R Nase Rb
M odified by lodo 〔2 -
14
c〕 ac etic Acidat pH 5･ 0 . Ca rbo xy m ethylated
R Nase Rhhaving abo ut 25% r e sidu al activity w as hydrolyz ed as
de s c ri bed in the te xt･ The hydr olysate w as s epa r ated
'by paper
ele ctrqpho resis at pH[ 6･ 5 . T he radio a ctivity w as m ea s ured a s
de s c ribed in the te xt. T he po sitions of standa rd a min o a cid
de riv ativ es w e revisuali2;ed by spraying 0. 2 珍 ninhidrin in a c eto n e.
T he abbr eviatio n s u s ed in this figu re a r ethe s am e as in Table
Ⅱ - 3 . .
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Fig ･ 3
- 7 Relatio n ship Betw e e nthe En zy m atic Activity and
Ca rbo xym etbyl Gr o ups Ⅰn c o rpo r ated into R Nas e R b･ ¶1e figu re w a s
replotted fr o m data listed in Table Ⅱ - 3 . 0 , 3 - CM - His ; ㊨ , 1 -
C M- His ; △ , d 卜 C M- His ;A , CM - M et ;× , un kno w n; 鞠 , total CM -
a min o a cid.
- 5 7-
3 - 8 考 察
R Na s eは 一 般的に - p ゲ ソ化脂肪酸に よ っ て 容易に失活する ｡ 曲塾的な研
究は , R Na s eA につ い て は Hein ricks o n
65)
等そ して R Nase Tl に つ い て は
Taka･ha shiと Mo o r e
66) によ っ て行わ れて い るQ しか しなが ら, カ ル ポ キ シ メ
チ ル 化 の 位置そ して 失括速度 の違 い は そ れぞれの R Na s eの 性 質に 依存 して い
る ｡
R Na s e Rhの ヨ ー ド酢酸によ る修飾の擬 一 次によ る反応速度は R Na se A
65)
と R Na s eT1
67)
の それぞれの 速度の 1/20である . しか し, Asp. 8 aitoi か
らの R Na s eM の 速度とは非常に類似 して い る 41)0
R Na s e R b は括抗阻害剤に よ っ て ア ル キ ル 化か ら保護される , そ して ヌ ク レ
オ チ ドの 保護効果 は ヌ ク レ オ チ ドの 阻害効果
50)
と平行 して い る こ とか ら, カ ル
ポ キ シ メ チ ル 化がお こ る位置は R Na se Rhの 活性 中 心 に ある で あろ うと推定
で きる o カ ル ポキ シ メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸の検索は酸分解後ろ紙電気泳動によりおこな
っ たo
14
c - ラ ベ ル された化合物形成の 大半は N3 ｢カ ル ポ キ シ メ チ ル ヒ ス チ ジ ン
残基であ っ た｡ R Na se 中に カ ル ポ キ シ メ チ ル 基 の 導 入 され る位置は そ れ らの
酵素の塩基特異性と密接な関係がある と思え る ｡ R Na s e A の 場合 , 塩 基特 異
性は ビリ ミ ジ ン塩基特異的 であり, カ ル ポキ シ メ チ ル 基は ヒ ス チ ジ ン残基の Nl
一 位に大半が導入 される
65)
o
グ ア ニ ン塩基特異 的か ある い は グ ア ニ ン塩基に優
先性を示す R Nase の 場合は , カ ル ポ キ シ メ チ ル 基 の 導入 は 大半 が グ ル タ ミ ソ
酸の カ ル ポキ シ ル 基に おこ る
26)′ 46)' 60)′ 6 1) こ の 実験の ように N3 - カ ル ポキ シ メ
チ ル ヒ ス チ ジ ン の 形成は R Na se R hの 塩基特異性と非常に類似 して い る Asp.
s aitoi か らの R Na s eM と 一 致 して い る. それゆえ, 2 つ の 実験か ら判断す
る と塩基特異性が低く, さ らに ア デ ニ ン 塩基に 優先性を示す RNa s eで は ヨ ー
ド酢酸の 反応は ヒ ス チ ジ ン の N3 一 位にお こ る ことを示 して い る .
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ヨ ー ド酢酸によ る R Nase Rh の 柴宿速度の pH 依存性 は F ig . 3 - 1b の よう
に log k - pH の 形 で プ ロ ッ ト した. Fig . 3- 1b に示 してあるように , Dix o n
の 理 論
53)
に よる ガイ ド ライ ン を引い て 解析すると 醗a 7. 3 と 4. 3 の 2 つ の 官
能基が R Na s eRhの 失格に関係 して い ると考えられ る o こ の う ち pKa
･
7. 3 は
すで に 述べ て い るよう に活性に 関与する ヒ ス チ ジ ン残基の pぬ
57)
(第二章)
と大変塀似 して い る去 また, pH4. 3に 観察され る小さな屈折点よりか らは , 第
四章で 述べ る水溶性 カ ル ポ ジ ィ ミ ドの 修飾をもとに
68)
, R Nase Rbの 活性 中心
に カ ル ポキ シ ル 基が存在する こ とを考えあわせ ると, R Nase Rhの 失括に カ ル
ポ キ シ ル 基の 寄与 して い る こ とが考えられ る ｡
3 - 9 結 論
種々 の R Nase の 活性 中心検索に使用されて い る ヨ - ド酢酸を用い て R Nas e
R hを pH5･ 0 にお いて ア ル キ ル 化を行う と, 1 残 基の カ ル ポ キ シ メ チ ル 基 の
導入に より失活した｡ こ の とき, 修飾を受ける の は ヒ ス チ ジ ン 残基だけで あり,
他 の ア ミ ノ 酸の 修飾は 観察できなか っ た ｡ この 修飾に よる R Na se Rb の 骨 格
構造を C Dス ペ ク ト 叫羊より検討 したが , 未修飾酵素の 骨 格構造とかわりない
こ とがわか っ た｡ また , この 修飾は 括抗阻害剤に より保護され , この 保護効果
の 強さは 第 一 草で述べ た阻害効果の 規則性に依存 して い る .
修飾酵素と 2′ - A M Pとの差 ス ペ ク ト ル により結合定数を測定 して み ると未
修飾酵素の 紛 2 倍となる o こ の増加は 本修飾によ り活性中心 の コ ソ ホ - メ - シ
ョ ソ を変化さ せ るか , ある い は 2′ - AMP との 結合 を ブロ ッ クするかによ っ て
お こ っ たもの と考え られ る ｡
■さ らに , 修飾酵素を 6N fICl で加水分解 したもの を高圧 ろ 紙電気泳動によ
り , どの ア ミ ノ 酸に カ ル ポ キ シ メ チ ル 基が導入 されたか を検討 したと ころ 1残
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基 の と子チ ジ ン の N3
一 位に カ ル ポ キ シ メ チ ル 基が導入 されて い るこ とがわ か っ
た｡
ヨ ー ド酢酸によ る 毘Na s eR hの 失活速度の p‡壬 依存性 を 1og k - pH の 形
で示 し, Dixon の 理論 により ガイ ドライ ン を引き解析すると R Nase R h の 活
性 に関与する pKa 7･ 3 と 4･ 3 の 2つ の 官能寒が関与 して い ると考えられる .
こ の 値の うち , pEa 7･ 3 の官能基は 先に 述 べ た ヒ ス チ ジ ン残 基の pKa と 大変
よく類似 して い る o また pKa 4. 3 に 観察され るの は カ ル ポ キ シ ル 基 が 活性 に
関与 して い る 可能性 がある ｡
この 草の 実験に お い ても, R Na s eRhの 活性 に 1 残基の ヒ ス チ ジ ン が関与 し
て い る ことがわ か っ た｡
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第 四 章 卜Cyclohexy ト3 - (2 - m o rPho且iny卜(4)-
ethy且)carbodiimide JO - tO且u e n e s ulfon ate
(C M C) に よ る 化 学 修 飾 の 段Na s e皮h
- の 影 響
第二 章にお い て述 べ たように , R Na s eRbの 活性中心 には pKa 7. 0 - 7. 3
と 3･ 2 5 - 3･ 5 の 官能基が存在 して い る o こ のう ち, pKa 7. 0 - 7. 3 の官能基
は イ ミ ダ ゾ ー ル 基で あり , また pKa 3. 25 - 3. 5 は カ ル ポ キ シ ル 基であると考
え られ る
57)
0
こ の 草で は , こ の 官能基の 1 つ で ある カ ル
.
ボ キ シ ル 基を水溶性 カ ル ポ ジイ ミ
ドで修飾 して 酵素活性と修飾の 関係に つ い て検討 した ｡
R Na s eR h中少なくとも 2 残基 の カ ル ポ キ シ ル 基 を水 溶性 カ ル ポ ジイ ミ ド
で ある C M C で修飾する と失活す る ｡ また , 1 M シ テ ジ ン存在下では C MC 修
飾をLrCも R Nas e Rhの 活性は 約 8 0% 保護され る. ま た , シ チ ジ ン 存在下で
cMC 修飾 した R Nas e Rbをさらに 〔
14
c〕 c M C で再修飾すると約 1残基の
〔
14
c〕cMC の 導入 で失活 した｡ これ らの ことに より, R Nase 馳 の 活性中心
に は 1 残基の カ ル ポキ シ ル 基が存在する と考えられ る ｡ この C M C一 修飾R Na se
Rh に対する 2/ - A M Pの 結合定数に つ い て分光学的に調 べ たとこ ろ , 2′ - A M P
の 修飾 R Nas e Rb に対する親和性が 明らか に低下す るこ とがわか っ た ｡
4 - 1 実験 の 部
酵 素 ; 第 一 章の 方法に より R Na se R hを調 製する o
試 薬 ; C M C, 2′ - A M Pと C Pa se A は Sigm a社より購入 した ｡ シ チ ジ
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ン と ト U.
プ シ ソ は 和光純英株式会社より購 入 し卑o セ ル P T ス T L Cプ レ - ト
は メ ル タ社より購入 した ｡ イ ー ス ト R N A は興人株式会社より購入 した｡
配Na se 活性 の 測定法 ; 第三 章の 方法に よ っ て 測定 した o
ア ミ ノ 酸組 成 の 測定 ; 第三章の 方法に よ っ て 測定 したo
R Nas e R hの ア ミ ド窒素 の 測定 ; R Na s eRh中の ア ミ ド畳 の 測定は C hibn -
a11等の 方法
69)
を多少変更 して行 っ た. RNas e R h(2 m g) を 2 N 斑C 11
ml に溶解 し, 封管 し 1 00℃ で分解する ｡ 2時間ごとに 2 0 0pl ず つ を分取す
る ｡ こ の 分取 したもの を コ ソ ウ ェ イ の 拡散装置の 外室に入 る ｡ 拡散装置の 内室
に は 0･ 0 2N H2S O4 を 1 ml 入れる ｡ 外室にさ らに 1 ml の 飽和ホ ウ酸( pH
I O･ 5) を加え, それか ら拡散装置を密封する . 一 晩保温 した後, o. 5 ml の 内
重液をとり , 0. 4 M ク エ ン酸緩衝液( pⅢ5. 0) の 0. 5 ml とまぜ , そ して 2 ml
の ニ ソ ヒ ド.) ソ試薬
70) と反応させ る ｡ 1 0 0 ℃で 3 0分間発色 させ た後 , ア ン モ
ニ ウ ム イ オ ン の 遊離量 を測定 した｡
C M C- R Na s e‡払 の C Dス ペ ク ト ル ; C Dス ペ ク ト ル は 2 5℃ で JA S C O
J4 0ス ペ ク ト ロ ポ ー ラ 1) メ ー タ ー で測定 した o セ ル の 光路幅は 0. 5 あ る い は
0･ 0 5c m の もの を使用 した . す べ て の デ ー タ - は分子楕円率 と して表現 した.
タ ン パ ク質濃度は 約 3 0/上M で使用 した .
〔
14
c〕cMC の 合成 ; S he ehan とH la v ska の 方法
71) に 従 っ て 合成 した 卜
Cyclohexy卜3 - (2 - m o rpholiny卜(4)- ethyl) c a rbodiimide を 〔
14
c〕位も1
(58 /上Ci/ m ol, ラ ジオ ケ ミ カ ル セ ン タ ー
, A m e r sham)で メ チ ル 化 した o
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m ethiiodi de の形成後p - ト ル エ ン ス ル ホ ネ - ト に変え結晶を行 っ た
72)
.
C M Cの再結晶は ベ ン ゼ ソか ら行 っ た. C M Cの比活性は 7 2. 2 m Ci/m ol であ
っ た ｡
放射活性の 測定 ; 第三章の 方法に準 じて 測定 した｡
C M C によ る R Nas e R hの 修飾 ; o. 1 M M E S緩衝液(pH 5. 0) 中のR Nase
R h溶液 1. O ml(3 0 - 5 7FLM) に C MC の 結晶(最終 C M C濃度, 2.3 - 且O
m M)を加え る ｡ 反応は 2 5℃で行う｡ 反応を停止す るの は , サ ン プ ル を適当な
時間 ごとに分取 し, 最終酢酸濃度が o. 2 M にな るよう に酢酸緩衝液(o. 5 ml,
PH S. 0)を加える ｡ 酵素活性の 減少は上述 した方法によ り測定した｡ 〔 14c〕
CMC によ る実験にお い て は , サ ン プ ル を分取し . 精製水に対 して 3 日 間透 析
して か ら〔
14
c〕c M Cの 導入 をカ ウ ン トする ｡ 透析 した物の 酵素活性は上述
の 方法により再測定 した｡
C M C一 修飾 R Nase Rhの ヒ ドロ キ シ ル アミ ソ処理 ; 残存活性 1 7.8% をもつ
C M C一修飾 R Na s eRbの 0. 5 M ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ソ で 5 時間室温で保温した ｡
最終 タ ン パ ク質濃度は 4 0fiM である. 反応混合物の pt‖ま少量の HCl を加え
て 7. 0 に調整する ｡ 酵素活性は上述の 方法にもとず いて 測定 した｡ 放射活性は
2 日 間精製水に 対 して透析 した後に 測定 した｡
S D Sポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気泳動 ; 0. 1% S D S含有 7% ポリア クリ ル
ア ミ ドゲ ル 電気泳動は Webe r と Osbo rn の 方法
73) に したが っ て行 っ た.
ゲ ル は 7% 酢酸中の 0. 2 5% ク ー マ ジ ー プリ リ ア ン ト ブル ー で染色を行 っ た o
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紫外邸差 ス ペ ク ト ル ; す べ て の 測定は 光路嘩 o･ 4 4c m の ダ ブ ル セ ル を使用
して 2 2 ℃で行 っ た ｡ す べ て の ス ペ ク ト ル は 日立 1 0 0- 5 0分光光度計を使用 し
て 測定 した｡
C M C- 修 飾 R Na s e馳1 の ト リ プ シ ソ 消化 したもの の 二 次元 マ ッ ピ ン グ ;
c M C で修飾 した R Na s eRh(5 m g) を Cr e stfield等の 方法
44)
に 従 っ て 還
元 力 ル ポキ シ メ チ ル 化を行う o 反応混 合物(1. 2 ml) は 2 日 間 0.1 % トリフ ル
オ ル 酢酸で透析す る o 透 析 した溶液の pH を ト リ メ チ ル ア ミ ン 溶液(3 0%)を
加えて 7. 5 に調整する ｡ 約 2 0fLg の ト リ プ シ ソ を透 析 した溶液に 加え, そ して
3 7℃で 4 時間反応さす｡ 同量 の トリ プ シ ソ を反応液にふたたび加え る ｡ 一 晩
債押 して 反応 させた後 , 反応液を凍結乾燥 させ る ｡ 乾燥させ た , ト リ プ シ ソ 消
化 ペ ブ タイ ドを o. 5 ml の 水 で溶解 し , セ ル ロ ー ス TIノC プレ ー トに て 二 次元 マ
ッ ピ ン グを行う . 二 次元 マ ッ ピ ン グは次 の ように お こ な っ た. 一 次元は ピ 1) ジ
ン : 酢酸 :水(2 5:1 : 2 2 5, Ⅴ/ V, pⅠi6. 5) の 緩衝液で 25V/ c m の 電圧
で 2 時間電気泳動 を行う ｡ プ レ ー トは 一 晩室温で乾燥させ , n - ブ タ ノ ー ル :
酢酸 : ビリ ジ ン : 求(15 :3 :10 :1 2, Ⅴ/V)の 溶媒を使用 して , 上 昇法で
8 - 1 0時間展開させ る ｡ ペ プチ ドの ス ポ ッ トは 0. 2 % ニ ン ヒ ドリ ソ ー ア ル コ
ー ル 溶液を プL, - ト に 噴穿させ て オ ー プ ソ にて 乾燥さ せ発色させ る .
C Pase A によ る R Na s eRh の 消化 ; 末修飾 R Na se Rh(2p m ol)とC M C
- 修飾 R Nase 払 ( 約2fL m ol , 残存活性 2 8. 3?To)を o. 1 M ･Tris - H C l緩衝
液( pH7･ 5)の 0. 5 ml 中に溶か したもの を 1/20 0量 の CPa se A を加え 3 7
℃ で消化 した ｡ 6時間消化後 , 反応は濃 H Cll滴を加 えて停止 した｡ 遠心分
離によ り沈澱を取り除く ｡ 遊離′した ア ミ ノ 酸は ア ミ ノ 酸分析機に て 測定す る｡
- 64 -
4 - 2 CMC - 修飾に よ る RNa 昏e R hの 失意速度 の pH 依存性
C M C- 修飾に よる R Nas e R hの 失括の 経 時変化を F ig . 4 - 2 に示 したo 図
に示 したように , 失活は少なくとも2段 階で進行 して い る｡
反応の 1 段階は 6 0% 失活するまで 急速に進行す る ｡ それか ら, 2段階 目は
8 0%失活するまでゆ っ くりと進行 して い くo
C M C一 修飾によ っ て 失活する第1段 目の 速度の p日放存性は F ig . 4 - 3 に 示
した o CMC - 修飾反応の至 適 pti はpH 4. 5 で あ っ た ｡ そ こで , R Na s e Rhの
修飾は , 酸性 pn での 酵素の 不安定性および溶解性等を考えて , pH5. 0 で お
こ なうことに した｡
4 - 3 〔
14c〕 - c M Cに よる R Na s eR hの 修飾
通常水溶性 カ ル ポ ジイ ミ ドによ る カ ル ポキ シ ル 基の 修飾は 過剰の ヌ ク レ オ フ
ィ ル の 存在下に行い C M C で活性化され たカ ル ポ キ シ ル基と ヌ ク レ オ フ ィ ル を
反応させ , カ ル ポ キ シ ル 基と結合 した ヌ ク レ オ フ ィ ル 量を測定し, 修飾量を推
定 して い る
74)
. しか L, しば しば活性化された カ ル ポキ シ ル 基が ヌ ク レ オ フ ィ
ル と反応せ ず以下述べ る N - ア シ ル ウ レ ア 型に なり修飾量の 推定を困 鰍こする
75)
(F ig . 4
- 1). したが っ て C M C によ る R Nas e R hの 修飾壮 , いずれの ヌ ク レ
オ フ ィ ル も使用せずに行 っ た . ヌ ク レ オ フ ィ ル の 存在 しなヤ､状態にお い て ,
C M C による カ ル ポ キ シ ル 基 の反応は 0 - ア シ ル イ ソ ウ レ ア とい う活性 中間体
を経て 進行する ｡ 中間体の 一 部は水分子によ り攻撃され, そ の 結果最初の カ ル
ポ キ シ ル 基に修復されて しまう｡ そ して 残りの もの は , 安定な産物である N -
ア シ ル ウ レ ア に 変換され る
76)
(Fig . 4
- 1) . そ こ で , 修飾中 R Na s eRh の
中に とりこまれた CM C一 部分 の 量は試薬と して 〔
14
c〕 - c M Cを 使用 して 測
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定 した o また, 透析をする事により中間体からカ ル ポ キ シ ル 基が再生 されて し
まうと い うこ とを排除するため , 透析を した〔
14
c] - c M C修飾 R Nase Rhの
酵素活性を放射活性測定後ふ たたび測定 した｡ C MC - 修 飾 R Na s e 馳 の 酵素
活性は透析を行うこ とによ り変化がなか っ た｡
修飾に よる失括の 経 時変化と〔
14
c ト CMC導入数の 関係を Fig . 4 - 2 に 示
した o こ の 図に 見られ るよう に , 失括は CMCl. 5 モ ル の 導入され るまで常に
直線的に進行する ｡
酵素活性と〔
14
c ト C MC 導入 の 関係を示 した(Fig . 4 - 2 の挿入 図) を完
全 に 失格 した状態に 外挿する と 1 ある い は 2残基の カ ル ポキ シ ル 基の 修飾が
R Na se Rbの 不活性化にきわ めて 重大 で あることが示 唆された｡
ま た, 残基活性が 1 7･ 8 %で ある C M C- 修飾 R Nase Rhを pH7. 5 で ヒ ド ロ
キ シ ル ア ミ ソ 処理 したが放射活性 の 遊離は 認められず, さらに酵素活性の 再生
も見 られなか っ たo この 結果より, チ ロ シ ソ残基の修飾の 可能性を排除する こ
とが できる
77)
o 種 々 の 程度に C M C- 修飾 し失活 した R Nas e Rh のア ミ ノ酸組
成 をく らベ たが 1 6% 以上の 活性 をも っ て い る R Nas e Rh にお い ては チ ロ シ ソ
残基の修飾は 認め られなか っ た( Table IV- 1) o
R Nas e Rb には4 6残基の カ ル ポ キ シ ル 基が存在する が R Na se Rhの ア ミ
ドの 窒素を Con way の方法に よ っ て 測定 した所 R Nase R h には8 残基 の ア ミ
ド基 ; すなわち , グ ル タ ミ ソと ア ス パ ラ ギ ソを含ん でい る , が存在 して い るこ
とが 明らか とな っ た ｡ したが っ て R Na s eRbの 遊離の カ ル ポ ン酸 ; すなわ ち ,
グ ル タ ミ ソ 酸, ア ス パ ラギ ソ酸そ して C - 末端 ア ミ ノ 酸は計 38残基と考えられ
る ｡ それ故 , 酵素活性 の ために 極めて重要な カ ル ポ キ シ ル 基が R Nase Rh 中
の 3 8残基中の カ ル ポ キ シ ル基 の 中の も っ とも反応性 の あ る カ ル ポ キ シ ル 基中
に 存在する と考え られ る ｡
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C M C によ る反応に お いて R Na s eRhの 分子 間あ る いは 分子内での ペ プチ ド
の 結合形成の 可能性を排除す る ため , 次 の ような2 つ の 実験を行 っ た｡
(i) CMC - 修飾 R Nas
.
e R hを 7 % S D S- ポリア ク 1) ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳
動で泳動させ ると , C MC 一 修飾 R Na se R hの 移動度は 未修飾酵素と
とほ とん ど同 一 であ る事がわ か っ た( Fig . 4 - 4) o
(”) R Nas e Rh に は1 0残基の 1)ジンと1 つの α - ア ミ ノ 基が存在 して い る
が , 宋修飾酵素と残存活性が 2 4. 8%ある C M C一 修飾 R Nas e Rhとを
ニ ソ ヒ ド 1) ソ により発色させて み ると実験上の 誤差の 範囲内で同 一 の
発色を示 した｡
これ らの実験結果か ら, R Nas eRhの分子内ある い は分子間 ペ ブタイ ドの 結
合 の形 成の 可能性は 排除で きるもの と考える ｡
未修飾酵素と残存活性が 2 8. 3 % のC M C- 修飾 R Nas e Rhをカ ル ポ キ シ ペ プ
チ ダ ー ゼ A によ っ て 処理 してみ た｡ 未修 飾酵素と C M C一 修飾 R Na §e Rh から ,
.
実験 の 部で 述べ て い る実験条件下 で , そ れぞれ 1. 1 2p m .1 ち o. 9 3p m .1 の セ
リ ソ 残基が c 一 束端と して遊離された ｡ こ の 実験か ら, R Nase Rbの C 一 末端
は C M C修飾反応に関与 しない とい う事がわか っ た｡
4 - 4 C M C- 修飾 R Na 紬 Rh の C Dス ペ ク トル
残存活性が 29. 7 % と1 5. 3 % の CM C- 修飾 RNase Rh の 立体構造に つ い
て C Dス ペ ク ト ル を用い て 検討 して み たo R Nas e Rhの 芳香族 ア ミ ノ 酸の 側鏡
に 由来する と考えられる 2 7 0- 3 30 n m の 間の C M C- 修飾 R Na se Rbの C D
ス ペ ク ト ル は未修飾酵素とほ とん ど違い が なか っ た. 2 6. 7%の 活性を有する
C M C- 修飾 R Na s eRh の2 5 0n m 付近の 正 の ピ ー クほ 未修飾酵素 と比 較す
る と , ほ ん の わずかに 小さく なるが , 1 5. 6 % の 活性を有する修飾酔素の場合
- 71 -
F ig ･ 4 - 4 Gel Ele ctr opho r e sis on 7 A Polya c ryla mide Gel Co ntaining
1 % S D Sof Nativ e a nd C M C- M odified R Na s e 臥 ･ Appr o xim ately 2 0- 40
pg of n ative a nd C M C- m odified R Nよse Rhw as ap plied pe r tube .
Ele ctr odlO r eSis w a s c a r ried o ut fo r 4 hr at 7 mA pe r tub ･ The gel
w as stain ed with O･ 0 25% Coo m a s sie brilliat blu el･ T he m a rke r dye
u s ed w a sbr o m opherx)1 blu e.
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は 未修飾酵素の 2 倍位 大きくな る . CMC - 修飾 R Na se Rh の 短波長側(2 0 0
- 225 n m)の CD ス ペ ク ト ル は , 常に未修飾酵素と 一 致 して い る . これは ,
C M C によ る修飾に お い て も R Nase Rhの ペ プチ ドの 骨 格構造は 保持されて
い る こ とを示 して い る(F ig . 4 - 5 )o
4 - 5 〔
14
c〕 c M Cに よ る RNa s eB hの失活に 対す る シ テ ジン の 影響
R Na s eRhを pB 5･ 0 に お い て , 括抗阻害剤で ある シ チ ジ ンを大過剰で 存在
させ て 〔
14
c〕c M C修飾を行 っ た 取 残存活性が 859ほ で直線的に失活 して
い き , そ してそれ以後ゆ っ くりと残存活性が 8 0% 程度に失活 して い く｡ こ の
ときの CMC 導入 は , 45 分間反応させ たもの で約 1残基で あ っ た ｡ C MC の 導
入 は , シ チ ジ ンの 存在 しな い 時よりも紛1残基少 ない (F ig . 4 - 6). この 実
験 は シ チ ジ ン存在によ っ て CMC 修飾か ら保護された カ ル ポ キ シ ル 基が R Na s e
R hの 酵素活性 に対 して 大変重要な基 で あると いう ことを示唆 して い る｡ そ こ
で さ らに , cold C M C により 1 M シ チ ジ ン存在下 で 4 5分間 R Na s eRbを修
飾 し, 残存活性 が 80% に修飾 し, その あと過剰の シ チ ジ ン を透析で取り除 い
た後 , さらに , 〔
14
c〕.
c M C で45 分間再修飾を行 っ た ｡ こ の 結果は Fig . 4 -
6 に示 した ｡ こ の 結果, 2 段階目の 修飾に よ っ て R Na s eR b は失活し, そして
約 1残基の カ ル ポキ シ ル 基の修 飾が見 られた｡ この 2 段階目の 反応で導入され
た個数と シ チ ジ ン 存在下 で導入 された C M Cの 個数の 合計は Fig . 4 - 2 に 示 し
た ような シ チ ジ ン が存在 しな い 状態で残存活性が 20% に なるまで に直感 導入
された ･C M Cの 個数と大変よく額似 して い る ｡ こ の 結果より, シ チ ジ ン の 存在
下に保 護され , シ チ ジ ン 除去後再修飾され る , この 1残基の カ ル ポキ シ ル 基が
R Nas e Rhの 活性 の 消失 に閑係があると考えられ る.
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4 - 6 n Na s eR hの 失活速度の CMC 濃度依 存性
CMC によ る R Nas e Rhの失括は Fig . 4 - 2 に示すように少なくとも 2段階
の 反応か らな りた っ て い る ｡ 失括の 1 段 階目の 速度定数をC M Cの 種々 の 濃度
で測定 し, そ して 酵素活性 の 半減期 , すなわち T l/2 を測定 した ｡ Le vy 等
78)
に よれば , log (T l/2)
- log (C M C) の 関 係は 酵素反応 の た め に重要な
官能基の 数を予想する手段と して使用する こ とが でき る ｡ R Na s e Rhの 場合,
Fig . 4 - 7 に示す ように log(T l/2) - log(C M C) の 傾 きが常に - 1 で
ある ｡ こ の こ とか ら少なくとも CMC 修飾され る カ ル ポ キ シ ル 基 の 中の 1 残基
の カ ル ポ キ シ ル基が触媒作用に極めて重要な役割を して い ると思われ る ｡
4 - 7 CM C- 修飾 B Na s e Rh トリ プ シ ン 消化 した も の の 2次元
マ ッ ピ ン グ
シ チ ジ ン 存在 下 45 分間 C M C一 修飾 し, 残存活性を 8 0%保持 して い る 艮Nas e
拙1を透析して過剰の シ チ ジ ン を完全にぬき , そ して さ らに 〔
14
c〕c M C で45 分
間再修飾をする ｡ こ の サ ン プ ル を Cr estfield等
44)
の 方法に 従 っ て 還元 カ ル ポ
キ シ メ チ ル 化を行 っ た後, そ して ト リ プ シ ソ 消化を行う｡ こ の ト リ プ シ ソ 消化
した ペ プチ ドを2次元 マ ッ ピ ン グで分離 した ｡ 2 0× 20c m の セ ル ロ ー ス プ レ
ー ト で展開させた後 o･ 2 % ニ ン ヒ ドリ ソ を噴弄 し発色させ る と , おおよそ 1 9
の ぺ ブタイ ド ス ポ ッ トに 分離 した｡
それぞれ の ス ポ ッ ト をかきとり, そ して 1 57o トリ メ チ ル ア ミ ン 溶液で 抽出す
る ｡ そ して それぞれの 溶液の 放射活性 を実鹸 の 部で 述べ るような方法 で測定す
る ｡ Fig ･ 4 - 8 に み られ る 19 のス ポ ッ ト の 中 で , 放射活性 は No . 1 1の ス ポ ッ ト
の み で あ っ た｡ そ れゆえ , 1 療基の 活性 に 関与す る カ ル ポキ シ ル 基は , N｡ . ll
- 76-
2.
1
.5
1
.0
～
､
卜 -
ロ1
0 Q5
0
0 o･5 1･
I
O
og[cMC
l
･5
m M]
2･0
Fig . 4 - 7 In a ctiv ation of R Nase Rh by Va riotlS Conc e ntratio n s of
C M C. R Nase Rh( 32. 8 pM) w a s tr eated a s de s c ribed in Fig. 4
- 2
with vario us_con c e ntr atio n s of CMC(2. 5
- 2 0mM). Half-liv e s of
the in a ctivatio n r ea ctio n s. T 1/2 , w e re calculated fro m the tim e
c o u r se of inactiv ation .
- 77 -
の ス ポ ッ ト の ペ プタ イ ドの 中に 存在する と結論づ けられ る ｡
4 - 8 C M C- 修飾 RNa 8 eRh と 2/ - A MP の差 ス ペ ク トラ ム
CMC - 修飾 R Na s eRhと威力な阻害剤の 2′ - A M Pとの 相互作用 を分光学
的 に実験 して み た ｡
R Na s e 肘1 と 2′ rA M Pの 混合物の ス ペ ク ト ル と両者の ス ペ ク ト ル の 総和 と
の 間甲差 ス ペ ク ト ラ ム が 2 55n m 付近に 観察され る o こ の 2 55n m の 差 ス ペ ク
ト ル を2′ - A M Pの 濃度の 関数と して 測定 し, こ の 曲線か ら R Nas e R h - 2′
- A M Pコ ン プ レ ッ ク ス の 解離定数を 臥 m m el の方法64)に従 っ て 計算 した ｡
得られた 結合 定数を 表 Ⅳ - 2 に示 した . 結合定数は C M C修飾が 進行 して
い くに つ れ減少 して い く｡
4 - 9 考 察
第二章で述べ て い るように , 反応動力学的パ ラ メ ー タ ー の pH プ ロ フ ィ ー ルか
ら著者らは , R Na se R bの 活性中心 に pKa が 3. 25 - 3. 5 の 官能基が関与 して
い る ことを示唆 した
57)
0
こ の 章に お い て は , 水溶性 カ ル ポ ジイ ミ ド で化学修飾する事に よ っ て , R Na se
Rb の 酵素活性 に極 めて重要な カ ル ポ キ シ ル 基が関与 して い る ことがわ か っ た｡
こ の 章で 報告 した実験 か ら , カ ル ポキ シ ル 基が R Na se Rhの 活性 に 関 与 して
い る ことを示すこ とがで きた｡ しか しながら , こ の章に お い て示 した官能基が
pKa 3･ 2 5 - 3･ 5 か そう でな い か は , まだ明 らか で は ない .
水溶性 カ ル ポ ジイ ミ ドによ る R Na se の 同様 の修飾が R iehm と Scher aga
に よ る RNa seA
79)
そ して , 渡辺等 によ る Asp. s aitoi か らの 脚 a s eM80)等
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Fig . 4 - 8 T 如o - Dim e nsio nal Mapping of the Tryptic Peptide s fr o m
〔
14
c〕 C M C- m odified R Nase R h( r e sidtlal a ctivity, 18 % ). T he fir st
dim en sio n ; ele ctr o由1 0 r e Sis in pyridin e : a c etic a cid: water
(p上Ⅰ6. 5) . T he s e c o nd diⅡ℃nSio n ; cbro m atograpby in butan ol :
a c etic acid: p yridin e : water . The details w ere des c ribed in the
te xt. T he spot baying the radio a ctivity is indicated by bat血ed
line s.
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で報告されて い る . この うち Asp. s aitoi の R Na s eは塩基特異性 が低く大変
よく R Nas eRhと額似 して い るo こ の R Na s eでは 5 つ の 非常に 反 応性 の 盛い
カ ル ポ キ シ ル 基の 中に 酵素活性 に関与す る極めて重要な カ ル ポキ シ ル 基があ る
こ とが観察されて い る ｡ こ の 牽に示 した デ ー タ - は水溶性 カ ル ポ ジイ ミ ドによ
る 化学修飾か ら R Nase Rbの 活 性 中 心に 1残基の 極めて重要な カ ル ポキ シ ル
基を特定 した 一 番最初の 報告であ るo
酵素活性 に たい する カ ル ポキ シ ル 基の 関与は Asp . o ry方ae の R Nase
T1
81) と S舌r eptomyoe s e ry 伽 紺 S の R Na se
61)
の ような グア ニ ソ 塩基特異 的
R Na s eとか グア ニ ン 塩基に親和性 の ある Asp. 8ailoi の R Na s eM s
60)
に おい
て は 一 般的現象と して 見られ る o しか しながら, こ れら3 つ の R Nase の カ ル
ポ キ シ ル 基は ヨ ー ド酢酸と ヨ - ド ア セ タ ミ ドによ っ て 特異的に失括される . こ
こ で報告 して い る R Na se Rhと Asp. s aitoi の R Na s eM の 場合, ヨ ー ド酢
酸あ る い は ア セ タ ミ ドに よる ア ル キ ル 化 は ヒ ス チ ジ ン 残基 の イ ミ ダ ゾ - ル 基に
起こ り, カ ル ポ キ シ ル 基に は起こ らな い
41)ノ 42)
0
したが っ て , グ ア ニ ン 塩基特異的 R Na s eある い は グア ニ ソ 塩基 に 親和性 の
ある R Nas e の 触媒作用に必要な カ ル ポ キ シ ル 基 の 反応性は塩基特異性が低く
ア デ ニ ン塩基 に親和性を有する R Na s eで ある , Asp . s aitoi の R Na se M
80)
と R Na s eRbの 場合とは , ま っ たく異なる こ とが 明らか である ｡ これ ら2つ の
R Na s eでは 酵素反応にお い て ヒ ス チ ジ ン 残基 が 大変重要な役割をもつ ことを
す でに 報告 して い るが , 塩 基特異性 が低い R Nas e の 活性 中心に ある カ ル ポキ
シ ル 基の 反応性 に つ い て は少なくとも 2 つ の 可能性が考え られ る ｡ すなわち ,
ヵ ル ポ キ シ ル 基は , R Na s e Tl で仮定されたように
叫
触媒作用 に 直接関与する
か , ある い は R Nas e A で示唆 したように
82)′ 83)
, 酵素活性に 重要なイ ミ ダ ゾ ー
ル 基と相互作用を し, 塩基性度に影響をうけるか である ｡
シ チ ジ ン存在下 R Na se Rhを CMC - 修飾し残存活性が 80%まで急速に失括
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する ことは 大変意味があり, これは 他の 1 個 の カ ル ポキ シ ル 基が R Na se R血の
酵素癌性に 何等か の 関係があるよう に考えられ る ｡ こ の カ ル ポ キ シ ル 基の修飾
で R Na s eRhの コ ソ ホ ー メ - シ ョ ソが変化 したか , ある い は R Na s eRhの サ ブ
サ イ トに こ の 修飾されたカ ル ポキ シ ル 基が関与 して い る の か も しれな い ｡ い ず
れに しても シ テ ジ ン保護下での修飾が R Nase R bの 酵素 活性 に何 等 か の 影響
をもた ら して い る の で あろう｡ 1M シ チ ジ ン の 存在下に お い て , CMC - 修飾を
行うと主要な活性 中心に 存在 して い る必須な カ ル ポ キ シ ル 基が保護され , そ し
て酵素活性 の 約 80% が保持される ｡ シ チ ジ ン を透析で取り除 い た後さ らに修
飾すると R Na s eRhの 活性に 重要な カ ル ポキ シ ル 基 1残基の み 特異的に 修飾さ
れ る ｡
それゆえ , こ の カ ル ポ キ シ ル 基が , R Nase Rh にとり極めて 重要な役目があ
る と考えられる . こ の 一 次構造上の 位置に つ い て 今後 の検討 が必要で ある .
4 - 1 0 結 論
R Na s eRhの 活性 中心に は , pKa 7･ 0 - 7. 3 の イ ミ ダ ゾ ー ル 基と pKa 3. 25
- 3･ 5 の カ ル ポ キ シ ル 基と思 われ る官能基が存在する こ とをすで に 述べ て い る
が本章で は , R Na s eRhの 活性 中心に カ ル ポ キ シ ル 基が関与 して い る か い な
か を水溶性 カ ル ポ ジ イ ミ ドである C MC を用 い て 実験 を行 っ た｡
その 結果 , C M C- 修飾に より 2残基の カ ル ポ キ シ ル 基が修飾され失活する ｡
こ の 時の C Dス ペ ク ト ル を見て も RNa se Rbの 骨格構造の 変化は なく , また ア
ミ ノ 酸分析に お い て も , チ ロ シ ソ残基お よび メ チ オ ニ ン残基の 修飾 は見 られな
か っ た o また , 修飾酵素を7 % S D S ポ リア ク リ ル ア ミ ド電 気泳 動 を行う と,
未修飾酵素 と同 一 で あ っ た . こ れより , R Na se Rhを C M C- 修飾 して も 分子
内ある い は 分子間 の 結合 の 形成は見 られなか っ た ｡ また , 括抗阻害剤であ る ,
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シ チ ジ ン存在下修飾を行うと , 1 残基の カ ル ポ キ シ ル 基が修飾を受け, 残存活
性は 8 0% あっ た｡ c old C M C でシ チ ジ ン 存在下修飾をし, 透析後〔
14
c〕c M C
で再修飾を行うと〔
14
c〕 c M C は1 残基の 導入が あり失活した ｡ ま た , C Pa s e
A によ り CMC 一 修飾 R Nas e Rhを処理すると未修飾酵素同様セ リ ソ残基が1
〝 m oI C末端と して遊離され , C M C一 膝飾は C末端に起こ っ て い なか っ た｡
以上 の 事を総括すると , R Nas e R bの 活性中心に少なくとも 1 残 基の カ ル
ポ キ シ ル 基が関与して , こ れを, 水溶性 カ ル ポ ジイ ミ ドで ある C M C で修飾を
う け , この 修飾は 括抗阻害剤である シ チ ジ ン により保護され るの で ある｡
こ の よう に , 明確に CMC に より 1 残基の カ ル ポ キ シ ル 基が修飾され酵素活
性 の 消失 した例は 他に ない もの で ある ｡
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第 玉 章 ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 の 化 学 修 飾 の
配Na se 馳 活 性 - の 影 響
R Na s eR hを 295n m の 励起光を用 い て 蛍光の エ ミ シ ョ ソ ス ペ ク ト ラ ム で
2′ - A M Pを加え るこ とによ り ク エ ソ チ ソ グがおこ っ た ｡ こ れは ト リ プ ト フ ァ
ン残 基が R Na s eR hの 活性 中JLh か , ある い は 活性中心近傍に存在 して い る と
思え る o そ こ で R Na s eRbの ト リ プト フ ア ン残基が酵素活性 に関与するか い な
か に つ い て , N B S酸化, H202 - ジ オ キ サ ン 酸化 , そ して 2 - ニ ト ロ フ ユ ニ ー ル
ス ル フ ユ ニ ー ル ク p ライ ド(N P S- C l) 反応に よる修飾で検討 した o
い ずれ の 試薬を用 い た場合 でも ト リ プ ト フ ア ン 残基の 修飾と酵素活性 の 関係
を示 した曲線を完全に 失活した状態に 外挿 してみ る と, 1 - 2 残基の ト リ プ ト
フ ア ン の 修飾で 酵素活性 が消失すると いうこ とが明らか とな っ た ｡ ま た ,
R Na se f払 の H202 - ジ オ キ サ ン酸化( pH8. 4) とN P S- Cl反応( pH3. 5)
に よる修飾の 場合 2′ - A M Pの 存在 により 部分的に 酵素活性 の 保護が見られた ｡
こ の こ とは , 1 あ る い は 2残基の ト リ プ ト フ ア ンが R Nase R hの 活性 中心 に
存在するか あ る い は 活性中心近傍に 存在 して い る ことを示 して い ると考え られ
る o さらに , R Na s eRhの ソ ル ベ ソ ト バ ー タ ー べ - シ ョ ソ に よ る差 ス ペ ク ト ル
を, エ チ レ ン グリ コ ー ル とD20をパ タ ー バ ン トと して使用 して 測定 して み た
と ころ , D20 にお い て は 1. 2残基 の ト リ プ ト フ ア ン が , エ チ レ ン グ リ コ ー ル の
時は 1. 9残基の ト リ プ ト フ ア ンが溶媒側に 露出 して い る ことが示された ｡ これ
らの 結果より約 1. 2 - 1. 9 の トリ プ ト フ ァ ン残基 が溶媒側 に露出 して いで上に
述べ たよう な修飾をうけ酵素活性が消失 して いくと考えられ る ｡
- 84-
5 - 1 実験の 部
酵 素 ; 第 一 牽の 方法に 準 じて R Nase 配h を調製した.
試 薬 ; N B S, エ チ レ ン グ リ コ ー ル と ジオキ サ ン は 和光純弟妹式会社より
購入 した o 2 - ニ ト ロ フ ユ ニ ー ル ス ル フ ユ ニ - ル ク p ライ ド, N - ア セ チ ル ー L
- チ p シ ソ ア ミ ドとN - ア セ チ ル ー L - ト 1) プ ト フ ァ ソ は Si宮m a社より購入 した o
D20 はメ タ ル 社より購入 した o
R Na se 活性 測定 ; 欝三尊の方法に準 じて 測定 した｡
タ ン パ ク質濃度 ; 吸光度に よる 測定は第 一 章の方法による o 修飾 R Na se
Rbの タ ン パ ク質濃度は酸加水分解物の ア ミ ノ 酸分析に より, 酵素1 モ ル 中 ア
ル ギ ニ ソ 4残基より
32)
測定 した .
ア ミ ノ酸組成の 測定 ; アミ ノ 酸分析の 方法は第三章の 方法に より測 定した o
R Nase Rh中 の ト リ プ,
ト フ ァ ソ量娃 Dalby と Ts ai の 方法
49)による酢酸 一 硫
酸法に より測定 した ｡
C D･ス ペ ク ト ル ; CI)ス ペ ク ト ル の 測定は 第四章の方法 に準 じた ｡
蛍光 ス ペ ク ト ル ; R Nas e事払 の蛍光ス ペ ク ト ル は 島津 R F- 502蛍光ス ペ ク
ト ロ メ ー タ ー で 測定 した o 励起光の 波長 は 2 95n m で行う . 酵素とそれ らの 誘
導体の 蛍光強度は残存蛍光強度と して表 した｡
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ソ ルT< ソ ト バ ー タ ー べ - シ ョ ソ差 ス ペ ク ト ル ･; ソ ル ベ ソ ト バ
ー タ ー ベ ー シ ョ
ソ 差 ス ペ ク ト ル は すで に 報告されて い る 方法
84) に よ っ て 測定 した｡ パ - タ ー
バ ン トと して エ チ レ ン グ リ コ ー ル と D20 を使用 した｡ 差ス ペ ク ト ル は N - ア セ
チ ル ー L - チ ロ シ ソ ア ミ ドとN - ア セ チ ル ー L - ト リ プ ト フ ア ン を標準 品と して島
津 U V- 200 分光 光度計 により測定 した .
R Na s eRhの N B S酸化 ; 種々 の pH で1. 0 ml の R Nas e R h溶液(30pM)
を 5 mM NBS 溶液の 少量を1 5分間隔で 加えた ｡ 2 80n m の 吸光度の 減少を2 0
℃ で それぞ れ N BS を加えて 15 分後に測定 した｡ ト リ プ ト フ ア ン 残基の 酸化畳
は Spa nd と V itkop の 方法
85) に より 28 0n m の 吸光度の 減少か ら計算 した｡
さ らに , ト リ プ ト フ ア ン 残基は Dalby と Ts ai の 方法
49)
による比色法によ っ て
測定 した｡ 酵素活性 の 減少は 上述の 方法に より測定 した｡ C D測定とア ミ ノ 酸
分析の た めの サ ン プ ル は , 精製水に 対 して か あ る い は 直接緩衝液溶液で透 析を
した後 u v測定 した .
R Nase R hの H202 - ジ オ キ サ ン酸化 ; R Nase Rhの H202 - ジオキ サ ン酸
化は Ha chim o ri 等 の 方法
86) に より行 っ た . 1 M NaH C O3 buffer (pH8. 4)
の 1･ O mI に R Na s e 馳 を溶か し, 琵achim o ri 等 の 方法
86)に 従 っ て調整 した
H202 - ジ オ キ サ ン の あらゆる濃度で 5 ℃ , 2. 5 時間酸化 した o R Na se Rh の
最終渡度は 12 - 1 6/上M であ っ た ｡ 酸化の 程度は 280n m の 吸光度の 変化 を観
察する ことによ っ て お こな っ た ｡
R Na se R hの 2 - ニ ト ロ フ ユ ニ ー ル ス ル フ ユ ニ ー ル タ p ライ ド(N PS - Cl)
との反応: o･1･ M酢酸療衝液(pH 3. 5) 中R Nas e Rh(40 pM)の 溶液に 1 20
モ ル 等量 の N P S- C lの 結晶を加 え室温, 暗所 で撹拝する ｡ 6時間後, 過剰の
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試 薬を遠心分離に より取り除 き , そ して 修飾酵素を o. 1 M酢酸で透析 したo 結
合 した発色団の 数は Sc offoI 恐 等 が7) 報告 して い る 3 65n m での分子吸光係数
4 0 0 0を使用 して分光学的に 測定 した ｡
5 - 2 R Na B eRh の N B S酸化
R Na s eR h はpH3･ 0 より低 い pH にお いて は 相対的に不安定であ るため ,
NBS によ る R Nase Rhの 酸化の 予備乗除を pH 4. 0 - 7. 0 の範囲でお こな っ た .
pH 61 0 ある い は 7･ 0 ( こ こに は デ - ♂ - を示さない が )にお い て は反応性が
著 しく低く , pH4･ 0 では酸化が ス ム ー ス に進行する の で , 毘Nase Rh の 活性
に対す る N B Sの 影響を実験の 部で述べ たような条件で 2 5 ℃, pH4. 0 にお い
て 解析する こ とと した｡ こ の 酸化畳は Spande と W itkop の 報告に従い
85)
,
2 80n m の 吸光度の 減少か ら推 定 した｡
酸化は 1. 4 m ole の ト リ プ ト フ ア ン残基まで直線的に進む o こ の状態にお い
て 酵素活性は 未酸化 RNase R hの 約 2 0 - 2 5%で ある o さらに N B Sを加えて
い くとさ らに酵素活性ほ 減少 して い く ｡ しか しなが ら, こ の状態か らは 2 8 0
n m の 吸光度の 増加がさ耳じま る o 酵素活性と ト リ プ ト フ ア ン残基の酸化の 関係
は Fig . 5
- 1 に示 した . 酸化され た RNase R hの ア ミ ノ 酸組成は表V - 1 に 示
した｡ 未修飾 R Nas e R h にく らベ 活性が 2 5?Toの 酸化された R Nas eRh で は
CI)ス ペ ク ト ル は芳香族ア ミ ノ 酸の 側鎖に 由来する 24 0- 3 20n m の バ ン ドが
約半分 に減少 してい るが , しか し 20 0- 220nm の 骨格構造を示す短波長側 の
C Dス ペ ク ト ル は なん ら変化は見 られなか っ た( Fig･ . 5 - 2) ｡
それ らの ことより, 約 1. 5 残基の ト リ プ ト フ ア ン の 酸化で , 酵素活性は 影響
を受けるが , しか し酵素の 骨 格構造は変化 しない と いう こ とが推定で きた ｡ 酸
化 した R Nas e R h につ い て の ア ミ ノ 酸分析の 結果は , 残存活性 が 25% よりも
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高い 時には チ ロ シ ソ残基の酸化 は無視 できるもの で あ っ た o Fig. 5 - 1 の曲線
を完全 に失活した状態ま で外挿する と約 2残基の ト リ プ トフ ア ンが酵素活性 の
消失に関係があるこ とを示 して い る ｡ こ の ことに より , 240- 320n m の C D
バ ン ドの 減少は ト リ プ ト フ ア ン 残基の 酸化に よるもの で あると考え られ る ｡
2 98n m の 谷と 2 89m m の か たと 2 82n m の ピ ー クは , これ らが ト リ プト フ ア ン
残 基に 由来 して い るも の で ある こ とを示 して い る｡
5 - 3 H202 - ジオ キサ ン に よ る RNa s e Rh の酸化
H,02 - ジ オ キ サ ソ酸化は Ha chim o ri専 の 方法
86) に よ り示 された方法に 従
っ て , RNa s eR hを pH 8. 4 で酸化 したo R Na se Rh中の トリ プ ト フ ア ン残基
の 酸化は 少なくとも 2段階で進行する ｡
1残基の ト リ プ ト フ ア ン が初めに酸化されて , つ づ い て 2段階目 で他の 2残基
の ト リ プ ト フ ァ ソ が酸化をうけ る(Fig . 5 - 3)o 酸化された ト リ プ ト フ ア ン の
量 と残存活性 との 間の関係に つ い て は Fig . 5 - 3b に示 した . こ の Fig . 5 - 3b
の 曲線の 最初 の 段階を完全に失活 した状態に外挿すると約 1. 5 残基の ト リ プ ト
フ ア ン が活性に 関与 して い る こ とが示され る ｡ この 図は ぎig . 5 - 1 に示 した
N B S酸化 の 場合 と大変よく似て い る . 2 5%の残存活性 の ある H202- ジ オ キ サ
ン酸化 した R Na s eRhの C Dス ペ ク ト ル は 同じ残存活性をも つ N B S酸化 した
R Na s eR hと大変よく似て い る . とこ ろが , 酸化され た R Na革e Rhの タ
'
.
/ メ
ク 質の骨格構造は ア ル カ リ例の pI引こ お い て酸化を受けたにもか かわ らず未酸
化 酵素と変化が ない (Fig . 5 - 4). R Na se Rhを括抗阻害剤で ある 2
′
- A M P
の 大過剰の 存在下 , 由 8. 4 で酸化 した時, 失括速度は ごくわずか に 低下 した｡
こ の ことは 2
′
- A M Pの ごくわずか な保護効果が示されて い る o これ らの事実
は 保護されて い る ト 1) プト フ ア ン残基が R Nase 石山 の 活性 中心近傍に存在 し
- 91-
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activity･ R Na se Rh in Ilo ml of 1 M N d C O3 (pH8. 4) w a s o xidi2;ed
by v a rio u s c o n c e ntr atio n s of H202 - dio 詔 ne ,prepar ed by the m ethod of
Hachim o ri et al.
86)
at 5℃ for 2. 5h. Final c o n c e ntr atio n of R Na s eRh
w a s12 - 1 6FLM ･ T he progr e s sof o xidatio n w as follwed by m easu ring
the cha nge in abs o rban cy at 2 80 n m . Othe r experim e ntal c o nditions
are described in the te xt.
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て い るこ とを示 して い るもの と考えられ る(『ig∴ 5- 5)0
5 - 4 R Na s e Rh の トリプ トフ ァ ン 塊茎 の ス ル フ ェ ニ ー ル 化
RNa s eRh に pB 3. 5 で 2
- ニ ト ロ フ ユ ニ ー )
_
I/ ク p ライ ド(N P S- Cl) の 結
晶を 一 定時間ごとに 一 定量づ つ 加えて い き RNase Rhを修飾 した o ト リ プ ト
フ ァ ン残基の 修飾は Sc ｡ff｡ n e等
87) によ る 3 65 n m の 吸光 度の 増加を指標と
して測定する分光学的方法で 測定 した｡ ト リ プ ト フ ア ン残基の 修飾と残存活性
との 関係は Fig. 5 - 6 に示 した ｡ こ の 結果は , 約 1･ 5 残基の ト リ プ ト フ ア ン の
修飾が活性 の 消失に関係 して い る こ とを示 して い る . また; H202 - ジ オ キサ ン
の 場合の ように , 2
′
- A M P によりス ル フ 淀 ニ ー ル 化か らの R Na se R hの 保護
が pH 3. 5 に お い て も観察された(Fig . 5 - 7).
5 - 5 R Na s e Rh の ソル ベ ン ト バ ー タ ー ペ ー シ ョ ン
上に述べ て きた結果より , 約 1. 5 残基の ト リ プ ト フ ア ンが三 種 の試 薬に より
酵素活性 の 消失をともな っ て修飾され るこ とがわか っ た｡
RNa s e Rb は4残基 の トリ プト フ ア ン が存在する , そ の う ち 2 ある い は
2. 5残基の ト リ プ ト フ ァ ン が反応性に とぼ しい様にみ える ｡ それ らの こ とを確
め るために , R Na se Rb中の トリ プト フ ア ン 残 基 の 状 態を エ チ レ ン グリ コ ー
ル とD20 による ソ ル ベ ソ ト バ ー タ ー べ - シ ョ ソ の 実験 を お こ な っ て み た .
R Nase Rb に種 々 の 渡度の エ チ レ ン グリ コ ー ル を加えた時の 2 91と 285 n m の
差 ス ペ ク ト ル を求めた ｡ 29 1n m の 波長 の差 は トリ プ ト フ ア ン残基の バ ー タ ー
べ -Jシ ョ ソ に由来するもの であり, そ して 2 85n m の 波長 の 差 は ト 1) プト フ ア
ン 残基とチ p シ ソ残基の 両方の ′く - タ ー べ - シ ョ ソ に 由来するもの で ある .
- 9 4-
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Fig . 5 - 5 Effe ct of 2' - A M Po n the in a ctiv atio n of R Nase Rh with
H202 - diox a n e･ RNas e 沢hin l･ O ml of l M NaH CO3-(pH8. 4) w a s
o xidized by vario us c o n c e ntr atio n of H202 - dio x a ne in the pr e s e n c e
of 2′ - A M P(5. 24血M) at 5 ℃for 2. 5h. The final c o n c e ntr atio n of
R Na se Rh w a $ 6 7JAM . 7be othe r e xperim e ntal cord itions w e re
des c ribed in the te xt. △ , c o ntr ol ; ○, H202 - dio xan e ＋ 2′ - A M P;㊨ ,
斑202 -dio xan e.
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- 6 T he Modificatio n of R Na se ‡払 by 2 - N itr odlenyls ulfe nyl
chloride (NP S- C l) at pH 3. 5. R Na se Rh(4 0JLM) in 0. 1 M a c etate
buffe r(pH 3･5) w as m odified by adding 60 m olar eqti Ⅶ1e nt of s olid
対P S- Cl･ M o st of the e x c e s sr eagents wer e centrifuged 血Ⅵ 1 and the
a m o unt of r e age nt in c o rp rated w a sdete r mined spectrophoto metri-
c ally
87)
afte r dialysis again st O･ 1 M a c etic a cid･ Other e xp rim e ntal
c o ndition s ar e de s c ribed in t■he te xt.
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- 7 Effe ct of 2′ - A M Pon the ln a ctiv atio n of R Na se Rh by
N P S- C l. R Na s eRh in 1. O ml of 0.1M a c etate buffe r(pH3. 5) w as
tr e ated Ⅵritb v a rio u s c o n c e ntr ations of N P S- C l in the pre s e nce of
2/ - A M P(5. 24rnM) at 2 5 ℃. T he fin al R Nase Rhco n c e ntr atio n wa s
6 0FLM . Other experim e ntal c orxiitio ns a re the sa w e a sfo r Fig. 5
- 5 .
△ , n o a血Iitio n ; ○, 対P S- C l＋ 2′ - A M P; ㊨, 対P S- Cl.
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2 91と?85 n m の 吸光度における差と エ チ レ ン グリ コ
ー ル の 渡度を関数として
示 した(Fig . 5
- 8). コニ チ レ ン グリ コ ー ル の 10%漉度増加 した 時の △ e を計
算 した ｡ エ チ レ ン グリ コ ー ル によ る ト リ プ ト フ ア ン残基とチ ロ シ ソ残基の バ ー
才 ～ べ - シ ョ ソ は Negi等
84) に よ る 方法 に より ス タ ン ダ ー ド化合物と して
N - ア セ テ ル ー L - ト リ プ ト フ ア ン とN - ア セ チ ル ー
.
レ チ p シ ソ ア ミ ドを用い 1 0%
エ チ レ ン グ 1) コ ー ル 増当たりの △ e の 値を求め使用 し計算 したもの を表V - 2
に示 した｡ 溶媒上に 露出 して い る トリ プ ト フ ア ン残基とチ ロ シ ソ残基 の 数は衰
Ⅴ - 2 に示 した｡ その 結果 1. 9 残基の ト リ プ ト フ ア ン と 9. 1 残基の チ p シ ソが
エ チ レ ン グ リ コ ー ル と接 して い た. 同 じ実験をD20を′く タ ー バ
■
ソ ト と して 使用
して 行 っ た ｡ 結果は表 Ⅴ - 3 に示 した｡ ト リ プ ト フ ア ン 残基とチ p シ ソ残基は
D20 によ っ て そ れぞれ , 1. 3残基と 7. 7残基′く 一 夕 ー ベ ー シ ョ ソをうけ, エ チ
レ ン グリ コ - ル を′く 一 夕 ー バ ン トと して 用 い た時よ りわ ずか に少ない 値で あ っ
た ｡
ソ ル ベ ソ ト バ ー タ ー ベ ー シ ョ ソ の 結果4残基 のう ち約 1. 3 - 1. 9 残基の ト リ
プ ト フ ァ ソ が ソ ル ベ ソ トに より露出 して い たとい うことが示された ｡ そ の 結果 ,
上述 してきた化学修飾の 場合 と非常によく似 て い , そ の ことよ り1 ある い は 2
残基の バ ー タ T べ
- シ ョ ソ をうけ る ト 1) プト フ ア ン がより試薬に対 して反応的
で ある と考えられ る ｡
- 98-
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- 8 Absorbancy D iffe r e n ce in Solv e nt Pe rtu rbatio n Diffe re n c e
Spe ctra o､f R Na se R ha s aFtnctio n of Pe rttlrba nt Co n c e ntratio n.
(a)T he diffe r e n c e spe ctr1 皿 Of Rase Rbpr o血 c ed by additio n of
v a rio u s c o nce ntration of ethylen eglycol ga v e m a xim a at 291and 28?
n m ･ 1me diffe r e n c e sin abs o rba n cy at 291 n m(㊨) ard 2 85n m(○■)
v e r eplotted as fu n ctio n of etbylene glyc ol c o n c e ntratio n.
(b) 恥 e diffe r e n c e spe ctra of R Nase Rhpro血 c ed by additio n of
v a rio u s c o nce ntratio n of D20 ga v e m a xim a at 2 92n m(㊨) and 28 5
n m (0) . T he diffe r e nce sin abs o rba n cy at 2 92a nd 2 85n m plotted
as a fl 皿 Ctio n of D空o co n c e ntr atio n.
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5 - 6 RNa B eRh の 蛍光 エ ミシ ョ ン ス ペ ク トラ ム
2 95n m よりも高い 波長 の 光で励起される蛍光ス ペ ク ト ラ ム の ピ ー ク の値は
タ ン パ ク質中の トリ プ ト フ ア ン残基の 状態と関係がある
88)′ 89)
, そ こで 実験の
部で 述べ たような方法にお い て R Nase R血の 蛍光 ス ペ ク ト ラ ム を測定 した｡
ピ ー ク は 3 45n m 付近 にあり, 変性 したタ ン ′1 ク 質よりも多少低い 備に なる
(355 - 36 0n m) (Fig . 5 - 9). こ の デ - タは R Na se 甜l 中 の ト リ プ ト フ ァ
ン残基が タ ン パ ク分子中の 内側に い くぶん もれて い る こ とを示 して い る ｡
一 方上に述べ たように , N P S- Clと H202 - ジ オ キ サ ン によ る R Nase Rh
の 修飾反応は 括抗阻害剤で ある 2′ - A M Pの 存在によ り多少阻害されて い る ｡
したが っ て , こ の 反応に関与す る ト リ プ ト フ ァ ン は分子表面 で活性 中心 近傍に
あ るもの と考えられ る ｡ これをた しか めるため , R Na s eRbの 29 5n m で 励
起される トリ プ ト フ ア ン 由来の 蛍光ス ペ ク ト ル が 2′ - A M Pを加えた場合 に ク
エ ソ チ ソ グをうけ るか い なか を検討 した｡
R Na s eRbの 蛍光 ス ペ ク ト ル は 2′ - A M Pを加えて い く ことに より部分 的に
ク ェ ソ チ ソ グがお こ っ てお り, そ して ア デ ノ シ ン を同 じ濃度加えたときに ごく
わ ずか の ク エ
.
1
/ チ ソ グ効果が認められた にすぎな い ｡ こ の こ とは , 2′ - A M P
が ト リ プ ト フ ア ン残基 と相互作用をお こ し ト リ プ ト フ ア ン の 蛍光をク エ ソ チ ソ
グ して い る ことを示 して い る(Fig . 5 - 10)0
5 - 7 考 察
R Nase Rh中の ト リ プ ト フ ア ン残基 の 化学修飾を適 っ た試薬によ り異な っ た
pH (ptI3･ 5 , 4･ 0そ して 8･ 4) で行らた 結果 それぞれが大変よくにて い た.
すなわち , 約 1･ 5 残基の ト リ プ ト フ ナ ソが酵素活性 の 減少をともな っ て修飾さ
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A de n o sin e. 01a nge in flu o re s c e n c e e mis sio n inte nsitie s of R Na s e Rb
by adding e a ch 10JL1 2
′
- A M P(7fLM) and ade n o sin e(7 pM) w e r e
m e a sured in O･ 1 M Tris - H C l(pH 7･ 5) at 25 ℃ . A simila r eコ申e rim ent
using distilled w ate r w a spe rfo r m ed as c o ntr ol fo r the dilution of
e n zym e･ Fin al c o n c e ntr atio n of the enzym e w a s2 5FtM . Ex citatio n
light, 295 n m ･ △ , c o ntr ol ;○,` ＋ ade n o sin e ;㊨, ＋ 2′ - A M P.
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れ る . N B Sと 拭202 - ジ オ キ サ ソ 酸化 の 場合 , 短波長側の C Dス ペ ク ト ル に よ
っ て チ ェ ッ クするか ぎり では , タ ン パ ク 質の骨格構造に は大きな変化は見られ
なか っ た｡ そこで , その 結果より三種 の 試薬により修飾された トリ プ ト フ ア ン
残 基が同 一 で あるか どうか わか らない けれ ども R Nase 馳l 中の 1 - 2 残基の
ト リ プ ト フ ア ン が酵素活性 に何等かの 役割をもつ もの で あろうとい う ことか わ
か っ た ｡
RNase Rh は4残基 ト リ プ ト フ ア ン を含ん でおり, こ の 1 - 2 残基の ト リ
プ ト フ ア ン が上に述べ たよう な試薬に より反応性を有 して い る ｡ また エ チ レ ン
グリ コ ー ル と D20 による ′く 一 夕 ー ベ - シ ョ ソをうける残基数もこれに ちか い o
こ の こ とは , この 分子表面にある ト リ プ ト フ ア ン残基と化学修飾をうける ト リ
プ ト フ ア ン残基は 同 一 の もの と考えてよ い で あろう . ま たこの 2 つ の ト 1) プト
フ ア ン残基に つ い てもFig . 5 - 1 , 5 - 3そ して 5- 6に示 した結果より 1残基の ト
リ プ ト フ ア ン の 修飾の 速度が第2段 の 他の ト リプ ト フ ァ ソ の 修飾速度よりもは
るか に速 い ｡
2′ - AMP による R Na s eRh の化学修飾の保護と 2′ - A M P による R Na s eR h
の 蛍光ス ペ ク ト ル の ク エ ソ チ ソ グ効果より少なくとも活性 中心近傍に トリ プ ト
フ ア ン がある ｡ しか し , ト リ プ ト フ ア ン残基が酵素活性 に 直接関与 して い るか
どうか に つ い て は 充分な証拠 はなく , ト リ プ ト フ ア ン残 基が活性中心 には含ま
れ て お らず , 活性中心 の近くにあ
`
る トリ プ ト フ ア ン 残基の 破療の ために酵素活
性 に なん らか の 影響を与えたと考え るこ とも充分 可能で あ る｡
バ ー タ ー バ ン ト と して - チ レ シグリ コ - ル と D20を使 用 した実験 の 結果 ,
大変よく似て い るが , しかし 一 般的に D20 によ る バ ー タ ー べ - シ ョ ソをうけ
る ト リ プ ト フ ア ン 残基とチ ロ シ ソ残基の数は エ チ レ ン グリ コ ー ル の 場合より低
い ｡ そ の 理由はよくわか らない けれ ども , たぶん エ チ レ ン グリ コ ー ル よりD20
が マ イ ル ドな溶媒の ためで あろう と思う . しか しながら, 表Ⅴ - 2 に見 られ る
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ようにそ タ
'
/ ダ ー ド化合物を D20 による △ 6 / 1 0%.の 値は
- チ
.
i, ソ グ リ コ -
ル の 場合より小さい の で , 実験誤差が バ ー タ ー バ ン ト と して エ チ レ ン グリ コ ー
ル を用い て得たもの より大き い の では な い だろ うか ｡
Asp. 8 aitoi か らの R Nase M の 場合 , N B S によ る酸化 で 4残 基 の ト リ プ
ト フ ァ ン 中1残基の 酸化 で酵素活性 の 低下がおこ り
90)
, そ して RNa s eM の 蛍
光強度は 2′ - A M Pを加える こ とによ っ て , これもまた ク エ ソ チ ソ グがお こ る 91)0
こ の酵素は 塩基特異性が低く R N A から大変すみ やか に 3′ - A M Pを遊 離す る
こ とは R Na s eRhと同様で あり , 酵素活性 に お ける トリ プトフ ァ ン 残基の 役割
は R Na s eRb で述べ て い る こ とと大変よく似て い ると考えられる ｡
Asp. saitoi か らの R Na s eM s の場合 は , 塩 基特異性が低 い が グア ニ ン塩
基に 優先性 をも っ て い る ｡ こ の R Na s eM s は 1 残 基 の ト リ プ ト フ ァ ン をも っ
て い る ｡ メ チ レ ン ブ ル ー の存在下に率い て 光酸化を して み る とこ の ト リ プ ト フ
ァ シ残基 の 酸化は 酵素活性 の 減少は ともなわな い 92)｡ これ ら同様の 現象は グア
ニ ン塩基特異性 の あ る Asp･ o ry方αe か らの R Nase Tl に も み られ る , こ の 酵
素は 1 残基の ト リ プ ト フ ア ンをも っ て い る ｡ こ の R Nas e Tl の ト リ プ ト フ ア ン
残 基の 場合は N BS によ る酸化はお こ らず
93)
, そ して 22℃ にお い て 光酸化 をう
け る
94)
o しか し 脚 a s eTl 中 の トリ プ ト フ ア ン残基は 3 7BC で 酵素 活性に 対す
る 影響な しに 2,
I
(3
r
)- G M Pの 存在下にお い て酸化 をうけ る
95)
o それ らの 実験
デ ー タ ー ほ トリプト フ ァ ン残基が グア ニ ン塩基特異的 R Nas eあ る い は グ ア ニ ン
塩基に優先性 を示す R Na se にお い て は必要では なく, 塩基特異性 の 低 い もの
や ア デ ニ ル 酸に優先性 を有す る R Na se 煩 にお い て必 要 な の であろうと考え ら
れ る o しか しなが ら , 現在まで えられて い るわずか の 結果 だけでは断言 できず ,
さ らに他の 多くの 酵素の 活性 - ト リ プ ト フ ア ン の証拠を集めなければな らない
だろ う ｡
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5 - 8 緒 論
pH4･ 0 で R Nas e R bを N B S酸化 した時, トリ プ ト フ ア ン残基の 酸化と失
活は ほぼ直線的に お こり , 約1. 5 残基酸化 さ れ 活性 は 25%に な る. ま た,
こ の 時チ ロ シ ソや メ チ オ ニ ン残基 の 酸化は 見られず , cI)ス ペ ク ト ル に よりタ
ン パ ク質の 骨格構造には 変化は 見られなか っ た ｡ こ の こ とにより , ト リ プ ト フ
ア ン 約 1. 5 残基が酸化を受けやすく, 活性に関与 して い ると考え られ るが , し
か し活性 の 減少は こ の 点より極めて遅くなり 25%をわ らな い の で ト リ プ ト フ
ア ン残 基は 直接活性 には 絶対 不 可欠とは い い にくい . さ らに , R Na se Rh を
H202 - ジ オ キ サ ン で 酸化 し て 見 る と ト リ プ ト フ ア ン残基の 酸化は 2段階でお
こ り, 第1段 目で約1 残基が酸化され活性は 50% に な る , 第2段 目で約 2. 8
残 基が酸化され , また他 の ア ミ ノ 酸の 酸化は見 られなか っ た｡ この こ とより,
第 1段 目の 失活曲線を外挿すると R Na s eR bの 活性 に は少なくとも ト リ プ ト
フ ァ ン残基が 1 個関与 して い ると考えられ た｡ 次に N P S- C lを用 いて ス ル フ
ユ ニ ー ル 化 した時, 活性は 直線的には 失活せずゆ っ くりと失活 して いき , N P S
- C 14･ 5 m g で プラ ト ー に なり , その とき修飾された ト リ プ ト フ ア ン残基は
1. 32残基で残存活性は 2 0% であり , N B S酸化 の場合と頼似 して い る . また,
他 の ア ミ ノ 酸の 修飾は見 られずや は り R Na s eRbの 活性 に トリ プ ト フ ァ ン 約1
残基が何等か ら形で関与 して い ると考えられる ｡ さ らに 括抗阻害剤で ある 2′
- A MP を用い て 保護効果を見たと ころ , N P S- C l によ る ス ル ア ユ ニ ー ル 化の
場 合 2′ - AMP 5. 24血M で約 2 5% の 保護効果が見られ , H202 - ジ オ キ サ ン に
よ る 酸化 の 場合 2′ - AM P5. 24mM でやは り保護効果が見 られるが , 反応条件
が ヌ ク レ オ チ ドの結合に 不 利な ア ル カ リ側の ため約 10% の 保護効果 しか み ら
れ なか ? た｡ い ずれ にせ よ ト リ プ ト フ ア ン残基が少 なくとも ヌ ク レ オチ ドの 結
合 部位 近傍に あると予想され る ｡
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R Na s
.
e Rh を 2 9 5n m の 励起光を用 い て , 2′ - A M Pの ク エ ソチ ソ グ効果 を
見たとこ ろ リ ガ ソ ド添加によ る希釈の ため の 蛍光 の 減少が見 られ , こ の 減少は
ア デ ニ ン を用い た時は コ ソ ト ロ ー ル とほ ぼ同 じで あり, ク エ ソ チ ソ グ効果は あ
ま り見 られない が , 2′ - A M Pを加えて いく と 34 5n m の ト リ プト フ ア ン に 由来
すると考え られる ピ ー クが減少 して い き あき らか に ク
_
エ ソ チ ソ グ効果が見 られ
た ｡ こ の ことより, 2′ - AM Pの 化学修飾の 阻害同様 RNa s eRbの活性部位 に
何等か の 形 で ト リ プ ト フ ァ ン 残基が関与 して い ると考えられ る ｡ また , 未修飾
R Na s eRhと N B S酸化 した R Na s eRbの 結合定数 を 2′ - A MP を用 い て 差
ス ペ ク ト ル 法 で比較 した とこ ろ未修飾酵素の Ki値は 1 8. 95FLM で , N B S酸化
したもの は 56. 94FLM と K i値が増大して い く . こ の ことは R Nas e Rhの 活性
部位 に存在する トリ プ ト フ ア ン残 基が活性中心 の 保持に関係 して い るとも考え
られ る｡
さらに , エ チ レ ン グリ コ
.
- ル とD20を用 い た ソ ル ベ ソ ト ′< - タ - べ - シ ョ ソ を
見 ると , エ チ レ ン グリ コ ー ル では 1 4個 の チ ロ シ ソ 残寒中約9 個と 4個 の ト リ
プ ト フ ア ン 残基中2 個が親水性領域に存在する こ とがわか り ,･ さ らに D20 を
用 い た暗も同様の 結果が得られた ｡ これは , 1 - 2 残基の ト リ プ ト フ ア ン残 基
が親水性領域に露出 して い る とい うこ とで ある ｡
こ れらの こ と を総括すると , R Nase Rb 中 4残基の ト リ プ ト フ ア ン 中1 - 2
残基が タ ン ′1 ク質の 表面に 露出 して い る こ とが N B S, H202 - ジ オ キ サ ン 酸化
及び N P S- C lの ス ル フ ユ ニ ー ル 化などで 明らか に な っ た . また , こ の 1 - 2
残 基の ト リ プ ト フ ア ン が活性 中心近傍に ある こ とが , 抵抗阻害剤で ある 2′ -
A M Pの ク エ ソ チ ソ グ効果及び保護効果より明 らかに な っ た ｡ しか しなが ら,
N B S酸化 の 場合 の ように 1･ 5 残基酸化された の ち反応が極めて 遅くなり, 活性
が 25% 残る ことを考え ると , ト リ プ ト フ ア ン残基の 役割は構造の 維持及び活性
補助な どの役割をもち活性に 不可欠の アミ ノ 酸とは 考え られない が , ト リ プ ト
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フ ア ン残基の 修飾が活性を大きく 減少させ る原因で ある と考え られ る 0
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総 括
現在まで に リ ボ ヌ ク L, ア ー ゼ の 活性中心に 関与する ア ミ ノ 酸残基 の 同定と基
質に対す る作用機構は塩基特異性 の 高い リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で研究されて い る が,
こ れらの ことを塩基特異性 の 低い リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ と比較す ること で塩基特異
性 発現の 機構を知る事がで きると考えた ｡
本論文では , 上述の 命題を解明する基 礎と して , Rhizopu s 属菌の 産生する
塩基特異性 の低 い R Na s eR h につ い て 反応速度論的解析及び活性 中心を構成
する ア ミ ノ 酸残基を検索 し次 の事項が明 らか に な っ た ｡
(1) R Na s e Rh の 塩基特異性
1 6種 の ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ酸(Ⅹpy, ここ で Ⅹ , Y は A, G , C , Uを示す)
を用い て K n , Vm a 五億を測定 した結果 , ApY, GpY, CpY そ して UpY の 軌I1
値 の平均値は C ) U ) G ) A であり, ⅩpA, ⅩpG, ⅩpC.そ して ⅩpU
の Km 値
の 平均値も u ) c)G ) A であ っ た ｡ また , 同 じように ApY, GpY , CpYそ し
て UpY の Vm 拡 値 の 平均値は Ⅹ が A か G をも つ ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ酸の 時が
最も大きか っ た. しか しなが ら, ⅩpA, ⅩpG, ⅩpC そ して ⅩpU の 時の Vm a x値
の 平均値はほ とん ど差がなか っ た ｡ さ らに , RNas eⅠ払 に 対するあらゆる括抗
阻害剤を用い て GpC を基質と して Ki値を求めて み る と, リ ボ ヌ ク レ オ チ ドの
場合 U ) C ) G ) Aとなりデ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オチ ドでも T ) C ) G ) Aとな
る . K i値は Em 値 の魂合と異なり真の 結合定数と して 評価 しう る こ とより , こ
れか らもAの 親和力が強い ことがわか っ た ｡ また , リ ソ 酸の 結合位置 によ っ て
リ ボ ヌ ク レオ チ ドは 5′) 3′) 2′) , デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ドで は 5′) 3′ の
関係が常に成立する ｡ これは他 の RNa se でもみ られた現 象で ある 0
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さ らに R Nase Rh で R N Åを分解する時に ヌ ク レ オ チ ドを遊離す る 速度は
A ) G ) C ≧ U である Q Vm a xと Km 値を加味した パ ラ メ ー タ ー Vm a x/Em
もA) G)C≧U の 順 となり, ほぼ 旺m 傾か らの 順序と同 じようにな る. 一 方
R N A鎖中 A が遊離する ために は , A の 前後の ホ ス ホ ジ ュ ス チ ル 結合 の 切断が
必要で あり, こ の ために は ⅩpA と ApY の 両者の 分解速度を考慮する必要があ
る o もレR N A鎖中塩基が ラ ン ダム に分布 して い ると考え , Å の 遊離速度が
ⅩpA と ApY の Vm a x/ Km の 平均値を利用 して 求めた ⅩpN と NpY の 横は A
)G) U ≧ Cとなりほぼ ヌ ク レ オ チ ドの 遊離速度の順番と等 しくな る ｡ これ ら
の どの 仮定によ っ ても , A , G の 遊離速度が大きい こ とは 充分 説 明することが
で きる ｡ こ の こ とは , 酵素に 対する塩基の 親和性が速度をも支配 して い ること
を予想させ る ｡
分子量が異なり, ア デ ニ ル 酸に優先性 を示す塩基特異性の 低 い R Nas e であ
る R Na s eM は ⅩpY に対する 相互作用の 様式に若干の 違い が見られ る .
R Nase M の 場合は ア デ ニ ン に優先性を示すが , R Nase Rhのように 両 プリ ソ
塩基に 対 して優先性を示さない ｡ 大変腐 著な違い は R Nas e M は同 じ Ⅹ塩基を
もつ 4 つ の ジ ヌ ク レ オ シ ドリ ソ琴の Vm a xの平均値は Ⅹ がA の 時 一 番小さい こ
とで あ る ｡ これ らの 事実か ら, 塩基特異性はおもに塩基 の 結合性に依るもの で
ある ことがわか るが, 塩基特異性 の低 い R Na se の それぞれ の , 加水分解の メ
カ ニ ズ ム に微妙な違い が観察された ｡
(2) 反応動力学約定数 の pH 依存性
次 い で , 酵素の 触媒作用に 関係 した官能基を検索す る目的で各種反応動力学
的定数の pH 依存性に つ い て見た.
p b
-
pH, log Vm a x
-
pH , pK i
-
pH 曲線を Dix o n の理論により検討 した
と ころ , pb
-
pH , pKi
-
pH 曲線より , 遊離酵素または基質に由来すると考
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兎 られろ, pKa 3. 25 - 3. 5 と pKa 7. 0 - 7. 3 の 2つ の 官能基が鱒媒作用 に関
係 して い る と推 定で き , 1og Vm a x- pH 曲線より E S複合体に 由来すると考え
られる pKa 5. 2 付近 の官能基が観察された. これ らよ り , R Na s e Rh の 活性
中心に関与する官能基は , pKa 7. 0 - 7. 3 が ヒ ス チ ジ ン残基で あり , pKa 3. 25
- 3.5 が カ ル ポキ シ ル 基である 可能性が強い ことを知 っ た ｡
(3) R Na s e Rh の 化学修 飾に よ る活性 に 関与す るア ミ ノ酸残基 の 検索
反応動 力学的定数の pH依存性 より pKa 7. 0 - 7. 3 の 官能基が ヒ ス チ ジ ン残
基で ある 可能性が ある の で , 光酸化反応をメ チ レ ン ブ ル ー 一 存在下 28℃ で 行 っ
た ｡ 失括速度の pR 依存性を見る と, 酵素の 失括は ア ル カ 7)側でより速や かた
お こ り, そ して pH 6. 0 以下で は あまり観察できなか っ たo 光酸化反応に よる
失活速度の pH依存性よ り, R Nase Rhの 活性 に pKa 7. 0 の官能基が 関与 し
て い る . この 値は 上に述 べ た反応動力学的定数の pH 依存性か ら求めた活性 中
心 に存在する官能基の pEa と 一 致 して い る . ま た, 光酸化反応に より酸化さ
れ たア ミ ノ 酸残基を調 べ たところ 1 残基 の と そチ ジ ン が酸化され失活 して い き ,
こ の 時他の酸化されやすい ア ミ ノ 酸残基で ある チ p シ ソ , メ チ オ ニ ン と ト リ プ
ト フ ア ン の 酸化は 全く見 られなか っ た｡ さ らに , ヒ ス チ ジ ソ残基に特異性の 高
い ジ ュ チ ル ピ p カ ー ボ ネ ー トを用 い て カル ブ - トキ シ ル化を行い , 失活速度の
pH 依存性をみ る と光酸化反応と同様に失活は ア ル カ リ側 で著 しく速く, 酸性
側 では 遅く pKa も 7. 0 の 官能基 の 関与を示 して い た . カ ル ブ - トキ シ ヒ ス チ
ジ ン の 形成と失括の関係をみ る と 1残基の カ ルブ - トキ シ ヒ ス チ ジ ン の 生成 で
失活するこ とがわか っ た｡
また , こ の 時 2 80n m の 吸収が淑少 しな い 事より チ p シ ソ残基の 修飾は 観察
されず カ ル プ - トキ シ ル 化を受ける ア ミ ノ 酸は ヒ ス チ ジ ン 残基1個 の み と考え
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られ る ｡ 残存活性が5 % の もの を pH7. 0 で N m20Ⅰ竜処理すると , 活性が74%
と回 復す る ことより カ ル プ ェ トキ シ ル 化を受け るの 披 ヒ ス チ ジ ン残基で あり ,
こ の ヒ ス チ ジ ン残基が活性に関与する と考えられ る ｡
次に , 他の R Na se の 活性 中心 の 検索によく使用される ア ル キ ル 化剤である
冒 - ド酢酸を使用 して修飾を行 っ たとこ ろ , 失格は pH3. 5 - 5. 0 付近 が速く ,
ア ル カ リ側では遅か っ た o 〔2 -
1 4
c〕 ヨ ー ド酢酸を用いて pfI5. 0 で 放射活性
の 導入 と失括の 関係を見る と約 1. 2 - 1. 3残基の カ ル ポ キ シ メ チ ル基の導入 に
より失活 した ｡ こ の 時, 修飾を受ける の は ヒ ス チ ジ ン 残基だけであり, 他の ア
ミ ノ 酸残基の 修飾は観察できなか っ た｡ こ の 修飾によ る ペ プチ ドの 骨格構造を
C Dス ペ ク ト ル により検討 したが , 未修飾酵素の骨格構造を保持 して い た ｡ ま
た , こ の修飾は 括抗阻害剤で保護される が , これら括抗阻害剤の 保護効果の 強
度は 党 に述べ た阻害効果の規則性に依存 して い る ｡ 修飾酵素と 2′ - A M Pと の
差 ス ペ ク ト ル に より結合定数を測定 して み る と未修飾酵素の 的 場倍となり, 杏
修飾に より活性中心 の コ ソ ホ - メ シ ョ ソ を変化させ るか , ある い ほ 2′ - A M P
と の 結合をブ ロ ッ クする か どちらかで あろう ｡ さらに , 修飾酵素を 6N HC l
で 加水分解 したもの を高圧 ろ就電気泳動により, どのア ミ ノ酸にカ ル ポキ シ メチ ル
基が導入 されたか を見る と 1残基の ヒ ス チ ジ ソ の N3 - 位に導入 され て い る こ
とがわ か っ た ｡ これは , Nl 一 位に 置換が おこ る ビリ ミ ジ ン塩基特異的 R Nase
や グル タ ミ ソ酸の カ ル ポ キ シ ル 基に置換の お こ る グア ニ ソ塩基特異的か , ある
い は 優先性を示す R Na se と 違い 塩基特異性 が低くア デ ニ ル 酸に優先性 を示す
R Na s eの 特徴で ある . ヨ ー ド酢酸に よ る RNas e ‡払 の失活速度の pH 依存性
を 1og 汰 - pH の形 で 示 し, Dix o n の理論に より解析す ると R Na se石払 の 活
性 に 関与する pKa 7. 3 と 4. 3 の 2つ の 官能基が関 与 して い ると考え られ る . こ
の 値 の うち , pKa 7･ 3 の官能基は 先に述べ た ヒ ス チ ジ ン残基 の 曲 と大変よ
く額似 して い る . また , p監a 4. 3 に 観察され るの 軌 カ ル ポ キ シ ル 基が活性に
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関与 してい る 可能性 がある ｡
さらに , 反応動力学 的定数の pH 依存性より pKa 3. 2 5 - 3. 5 の 官能基が活
性中心 に 関与 して い る こ とがわ か っ たの で , カ ル ポ キ シ ル 基の 寄与を証明する
ため水溶性 カ ル ポ ジイ ミ ド(
14
c - C M C)を用 い て pⅢ5. 0で修飾を行 っ た. 放
射活性 の導入 と活性 の 関係か ら少なくとも2残基の クル ボ キ シ ル 基が修飾を受
け失活す るo 残存活性 1 7. 8% の修飾酵素を pH 7. 5 で N H20 H処理 す る と放射
活性 の遊離がみ られず, 酵素活性 の 回復もみ られな い こ とよりチ p シ ソ 残基の
修飾の 可能性を排除 できた｡ SI)S ポ リア ク リ ル ア ミ ドデ ィ ス ク 電 気 泳動の 結
果お よび修飾酵素 の ニ ソ ヒ ドリ ソ発色度か ら失活は 分子間および分子内重合で
は ない こ ともわ か っ た ｡ これ らの 修飾酵素の C Dス ペ ク ト ル を未修飾酵素と比
較する とほぼ 一 致 し CMC 修飾に お い ても ペ プ チ ドの 骨格構造が保樽されて い
る ことを示 して い る . 一 方 , 失括速度に対する CMC 濃度の 依存性を検討す る
と , 1og〔T l/2〕
- 1og〔C M C〕 プ ロ ッ ト の傾 きが1 とな るの で 失 活 に は 1
残基の CMC の 導入 が関与 して い ると考え るが , こ の点 を明らか に するため ,
括抗阻害剤で ある シ チ ジ ン を大過 剰で存在さ せ
14
c - c.M C修飾したと ころ 約1
残基の カ ル ポキ シ ル 基が保護され , 活性も8 0%残存 して い た. さらに シ チ ジ ン
存在下 c oldCMC により修飾 し, 透析を して シ チ ジ ンを除 い たあと
14
c - C M C
で再修飾を行うと放射活性が カ ル ポ キ シ ル 基1 個に導入 され失活 した｡ これよ
り , 再修飾により修飾を受ける カ ル ポ キ シ ル 基 1残基が活性に 関与 して い る と
考えられる ｡ 修飾酵素と 2′ - A MP によ っ て生 じる差 ス ペ ク ト ル か ら Ki値が
未修飾酵素の 約 5 倍となり, C MC 修飾 が結合部位 に何等か の 変化を与えたも
の と考え られ る ｡ これ らより , 塩基特異性 が低く ア デ ニ ル 酸に優先性 を示す
R Na s eの 一 個 の カ ル ポキ シ ル基がイミ ダゾ - ル 基と共に 活性に 関与す ると考え
られ る｡
R Na s e玉出 は 2′ - A MP の 存在 にお いて H202 - ジ オキ サ ,/酸化 と N P S- C l
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反 応に よる修飾に お いて部分的に保護がみ られ, そ して R Nase Rhを 295 n m
の 励起光を用 い て 蛍光 の エ ミ シ ョ ソ ス ペ ク ト ラ ム にお いて は 2′ - A M Pを加 え
る こ とに より ク エ ソ チ ソ グがお こ っ た｡ こ の ことは , ト リ プ ト フ ア ン 残 基が
R Nase Rhの活性 中Jbに 存在 す るか , あ る い は活性中心近傍に存在 して い る
こ とを示 して い ると思え る ｡ こ の 事実にもとずき , さ らに R Na s eR h の 活性
中 心 の 性質に つ い て 検討す る ため ト リ プ ト フ ア ン残基の 状態と活性 へ の 寄与を
N B S酸 化 H202 - ジ オ キ サ ン酸化そ して N P S- Cl反応によ り検討 した . こ
れ らの 反応に おい て 修飾の 程度と酵素活性 の 関係をそれぞれ の場合調 べ たとこ
ろ , ト リ プ ト フ ア ン残基の 修飾と酵素活性 の 関係を示 した曲線を完全に朱活し
た状態に 外押 して み る と , い ずれ の 場合も1 - 2残基の ト リ プ ト フ ア ン の修飾
で 酵素活性 が消失するとい う ことがわ か っ た｡ また, これ らの 反応に お いて チ
p シ ソ残基の 酸化 ある い は修飾は お こ らなか っ た. N B S酸化と H202 - ジオキ
サ ン酸化に お い て は CD ス ペ ク ト ル で 2 8 0- 2 9 0n m の 芳香族 ア ミ ノ 酸に 由来
す る領域の ス ペ ク ト ル が若干変化す るが , 短波長側( 2 6 0- 20 0n m) の cわ
ス ペ ク ト ル は変化 しなか っ た｡ こ の ことは酸化反応に よ っ て ペ プチ ドの 骨格構
造に 変化がない ことを示 して い る ｡ さらに ソ ル ベ ./ ト バ ー タ ー べ - シ ョ ソ の 差
ス ペ ク ト ル を エ チ レ ン グリ コ ー ル と D20 をバ ー タ - バ ン ト と して 測定 してみ
たと ころ , D20 において は 1. 2 残基が , エ チ レ ン グリ コ ー ル の 時は 1. 9 残基の
ト リ プ ト フ ア ン が親水性領域に 露出 して い る ことが示 され た｡ これ らの 結果よ
り , 約 1 - 2残基 の ト リ プ ト フ ア ン が溶媒側に露出 して い て , 上に述べ たよう
な修飾試 薬や酸化剤で反応をうけ酵素活性 が消失 して い くと考えられ る ｡ これ
か ら, 同 一 特異性をも つ R Na se M でもこの ような現象がみ られ るの で塩基特
異性が低く ア デ ニ ル 酸に優先性 を示す R Nase に トリプト フ ァ ン 残基が必要であ
る こ とがわか っ た｡
こ れらを総括する と, R% i之03TuS 属菌か らの R Nas e Rhを各種 ジ ヌ ク レ オ シ
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ド .) ソ 酸(ⅩpY)で塩基特異性 を調 べ たとこ ろ , 特異性 は主 と して Ⅹ塩基に支
配 されて い る が, y塩基にも若干の 特異性 がある こ とがわか っ た. また , Ⅹ を
主な活性部位とする な らば , 1 6種類の ⅩpY の 旺m , Vm a xと 旺m を加味 した
パ ラ メ ー タ ー Vm a x/Em の 平均値の 積の 値も A) G )C≧U とな っ た ｡ また ,
括抗阻害剤による Kiの大きさもU(o rT))C 〉G ) A. とな っ た｡ こ れ ら よ り
R Nase Rhの塩基特異性は低 いが , どちらか と い えば ア デ ニ ン に 対する親和
性 が他 の 塩基よ り大きか っ たことを明らか に した. こ の 酵素 の 活性中)Ll には
pKa 7. 0 の ヒ ス チ ジ ン 残基 1個と pKa 3. 25 の ア ス パ ラ ギ ソ酸 あ る い は ダ ル ク
ミ ソ酸残基 1個が関与 し, 1 - 2 の トリ プ ト フ ア ン残基が活性発現に必要 であ
る ことが , 反応速度論的解析と化学修飾でわか っ た｡ さらに , ヨ ー ド酢酸によ
る反応 によ っ て ヒ ス チ ?ソ残基の N3 一 位に ア ル キ ル 化された ｡ C M C によ る反
応にお い て 1個 の カ ル ポ キ シ ル基 の修飾で失活 したこ とは カ ル ポキ シ ル 基の 触
媒作用 - の 関与を明 らか に した ｡
ビ リ ミ ジ ソ塩基に 特異的な RNase A の 活性 中心 に関与する官能基は ヒ ス チ
ジ ン残基とリ ジ ン 残基と ア ル ギ ニ ソ残基で ある ｡ こ のう ち ヒ ス チ ジ ン残基は ヨ
ー ド酢酸によ る反応で Nl 一 位に ア ル キ ル 化がお こり , 塩 基特異性 が低くア デ
ニ ソ に 優先性?ある R Nase ‡払 の 活性中心に存在する ヒ ス チ ジ ン 残 基は N3 一
位に ア ル キ ル 化がお こ っ たこ とと異な っ て い た o また , グア ニ ン塩基に特異 的
な い し優先性を有する酵素 , たとえば R Na s eTlは活性中心 に ヒ ス チ ジ ン残基
と グル タ ミ ソ酸残基とア ル ギ ニ ソ 残基が関与 して い る｡ こ の う ちグ ル タ ミ ソ酸
残 基の カ ル ポ キ シ ル 基は ヨ ー ド酢酸で ア ル キ ル 化される . これは R Na se A や
R Na s eR 血と異な っ て い る o R Na s eR h では C M C によ る 修飾にお い て 1個
の ア ス ′{ ラギ ソ 酸か グ ル タ ミ ソ酸の 関与を示 したが , この カ ル ポキ シ ル 基は ヨ
ー ド酢酸とは全く反応 しない点に お い て グア ニ ン塩基に特異的な い し優先性 を
もつ 酵素とは 違 っ て い た｡ また ト .) プト
■
フ ア ン 残基の 活性 に対する飼与は塩基
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特異性が低くア デ ニ ン に優先性 をしめす 配Na se Rh では1 - 2個必要で あるが
ピ 1) ミ ジ ン塩基特異的 R Nase および グア ニ ン塩基に特異的な い し優先性を示
す R Na s eでは 必要で壮 な い .
以 上の ごとく , 塩基特異性 が低い R Na se Rhと ピ 1) ミ ジ ン 塩基特異的 R Na se
や グ ア ニ ン に 優先的な R Na s eとの 間に , 活性 中心 に関与す る ア ミ ノ 酸残基の
種類と性質に違 い がある こ とを明示す ることができた｡
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